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A-IgA IgA multimérica agregada.
A-IgAm IgA monomérica agregada.
A-IgAp IgA poUmérica agregada.
A-IgG IgG agregada.
B linfocito derivado de la Bolsa de Fabricio.
BBS Tampon borato salino.
BSA Albumina sérica bovina.
C Regiôn constante de una inmunoglobulina.
CA Cirrosis alcohôlica.
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CHSO 50% de liais total inducida por el complemento.
cpm Cuentas por minuto.
DBAE Dietil aminoetil.
DNP Dfaiitrofenil.
EDTA Sal sôdica del Icido etilendiamino tetraacético.
Fab Fracciôn de una inmunoglobulina obtenida por digestion con papafna, que contiene uno
de los sitios de union al antfgeno.
Fc Id. que contiene el sitio de uniôn al complemento, responsable de muchas propiedades
biolôgicas.
H Cadena pesada de una inmunoglobulina.







Inh-anti IgA Inhibiciôn de una anti IgA de baja afinidad.
î ^ * 3 * 5 ^  ^  ***’ con polietUenglicol al 3,5%.
L Cadena ligera cd la inmunoglobulina.
M Macrôfago.
OVA Albûmina de huevo.
PBS Tampôn fosfato salino.
PEG Polie tilenglicol 6000.
Pm Peso molecular.
PMNs Poiimorfonudeares neutrôfUos.
Raji IgA ICs detectados por las células Raji.
Raji IgG Id. de IgG.
RIA Radioinmunoanâlisis.
SHN Suero humàno normal.
SC Componente secretorio.
T Linfocitos derivados del timo.
IBS Tampôn Tris salino.
TCA Acido tricloroacético.
TCM Medio de cultive de tejidos.
Tris Tris (hidroximetil)-aminotnetano.
Tris-Tyrode Soluciôn Tyrode tamponada con Tris.
V Region variable de una inmunoglobulina.
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1.1. Caracterfsticas generates de las inmunoglobulinas.
La propiedad fundamental del sistema inmunitario es su capacidad de responder ante la pre­
sencia de una substancia extrafla (antfgeno) con la producciôn de anticuerpos que la reconocen y la 
eliminan selectivamente. Los antfgenos son generalmente de pesos moleculares elevados, pero sôlo 
ciertas regiones del antfgeno, los déterminantes antigëniœs, son reconocidos por los anticuerpos. De 
hecho, independientemente de la estructura que tenga, un déterminante antigénico ticne un tamaflo 
de 5 a 34 A. Por otro lado, un animal puede fabricar muchos anticuerpos diferentes para un mismo 
antfgeno y el numéro casi illmitado de antfgenos, potencialmente reconocibles, por el sistema inmu­
nitario de un animal, supone la sfntesis de innumerables anticuerpos diferentes. Estudiando la estruc­
tura bioqufmica de las inmunoglobulinas se pone en evidencia la posibilidad del sistema inmunitario pa­
ra producir tantos anticuerpos diferentes.
El estudio de la secuencia de los aminoâcidos que constituyen las cadenas pesadas (H) y las ca­
denas ligeras (L) han revelado una estructura muy caracterfstica; las cadenas L (k ô X) tienen alrededor 
de 220 aminoâcidos en los que se distinguen dos regiones de un tamafio similar; el extreme carboxiter­
minal es siempre idéntico en las moléculas de las inmunoglobulinas pertenecientes a la misma clase, 
subclase y alotipo, mientras que la secuencia del extreme aminoterminal varfa mucho mâs de una mo­
lécule a otra. Estas dos regiones se denominan las regiones constantes y variables respectivamente. Las 
cadenas H tienen una longitud aproximadamente el doble que la de las cadenas L (fig. 1) y el anâlisis 
de la estructura primaria de las cadenas H de una misma clase muestra una organizaciôn idéntica a la 
de las cadenas ligeras: una regiôn variable aminoterminal de 110—120 aminoâcidos y una regiôn cons­
tante de unos 330 aminoâcidos en la regiôn carboxiterminal.
La comparaciôn de las regiones variables de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas mues­
tra que la variabilidad no estâ distribuida uniformemente a lo largo de la cadena. Ciertas zonas son mâs 
variables —hipervariables— que otras, constituyendo la combinaciôn de las zonas hipervariables de una 
cadena ligera y de una cadena pesada el sitio de reconocimiento del antfgeno por el anticuerpo.
Las regiones variables (V) de las cadenas L y H y la regiôn constante (C) de la cadena L tienen 
un solo puente disulfuro intracatenario y las regiones C de las cadenas pesadas tienen varios. Dada la 
gran homologfa de secuencia entre estos segmentos de las cadenas polipeptfdicas se denominan ‘‘regio­
nes de homologfa" o "dominios" (flg. 1 ) ( 184). Los estudios de difracciôn de rayos X han mostrado 
que las distintas subunidades de homologfa de las inmunoglobulinas comparten un modelo comûn de 
plegamiento polipeptfdico. Cada dominio de homologfa de las regiones constantes estâ constituido por 
dos hojas de estructura 0, una con cuatro cadenas polipeptfdicas antiparalelas y la otra con très. Los 
dominios de las regiones variables presentan el mismo modelo aunque tienen un segmento adicional de 
cadena en forma de asa (flg. 2).
Las dos hojas contienen alrededor del 50% de los residuos présentés en cada regiôn de homolo­
gfa. Los restos polares y apolares se van altemando, especialmente en las zonas que no estân implicadas 
en las interacciones con otros dominios. Las dos hojas se encuentran en una disposiciôn casi paralela e 
incluyen en su interior un nûcleo formado por las cadenas latérales de los restos hidrofôbicos ademâs 
del puente disulfuro intracatenario que une las dos hojas (fig. 2) (1 y 133).
Este modelo es muy conservativo, observândose que la mayorfa de los cambios estructurales 
ocurren en los segmentos de la cadena que no participan en la estructura. Los segmentos hipervariables 
no forman parte de ella y aunque estân muy alejados, en lo que se refiere a la estructura primaria, espa- 
cialmente se presentan muy prôximos y determinan la conformaciôn del centro combinante con el an­
tfgeno. Los sitios de uniôn estân totalmente expuestos a la acciôn de los disolventes y su conforma­
ciôn estâ determinada por la secuencia de aas de las cadenas L y H, siendo ùnica para cada inmunoglo­
bulina. Los segmentos de la cadena que conextan los dominios globulares muestran diversos grados de 
flexibilidad, propiedad que puede ser importante eh el mecanismo de uniôn al antfgeno y en la consi-
- I  / : ' j
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Fig. 1 Representaciôn esquemâtica de la estructura de la IgG. En la parte superior de la figura se dan los nombres 
de varias partes de la molécula. En la parte inferior se muestran los puentes disulfuro intracatenarios que delimitan 
las diferentes regiones de homologfa (Tomado de 133).
Fig. 2 .-  Plegamiento de los dominios de la regiôn C y V de un di'mero de cadena ligera cristalizado. Las fléchas blan- 
cas (4.1 a 4.4) corresponden a una de las hojas formada por cuatro cadenas polipeptidicas antiparalelas y las fléchas 
estriadas (3-1 a 3-3) representan la otra hoja formada por très cadenas. El sentido de las fléchas va desde el e.xtremo 
N-terminal al C-terminal. La barra de color negro représenta el puente disulfuro intracatenario (De 133).
guiente activaciôn de las funciones secundarias o efectoras, al implicar a dominios alejados del sitio 
de uniôn al antfgeno.
El estudio de la estructura primaria y terciaria de las inmunoglobulinas apoya la idea de que 
los dominios de homologfa se formaron durante la evoluciôn por un mecanismo de duplicaciôn gé- 
nica y diversiflcaciôn. Este mecanismo dotarfa a las inmunoglobulinas de las bases estructurales pa­
ra ejercer diferentes funciones. Es decir, cada dominio habrfa evolucionado para ejercer una deter­
minada funciôn, sin que los mecanismos evolutivos hubieran alterado el modelo general (1 ). Asf, la 
uniôn del Clq a la IgG estâ mediado exclusivamente por el dominio Cy2 y la uniôn a los macrôfa­
gos y monocitos se realtza a través del dominio 0 3 .  Sin embargo para que la IgG se una a los neu- 
trôfilos se requiere la fracciôn Fc Intacta y por tanto los dominios 0 2  y Ct3. Aunque todavfa no 
se sat>e si es que el sitio activo estâ formado por estnicturas de ambos dominios o bien si el sitio es­
tâ localizado en un dominio y su actividad estâ modulada por los dominios vecinos. En cualquier 
caso, para ejercer la mayorfa de las funciones efectoras se necesita mâs de un dominio. Por tanto, 
podrfa ser tan probable la hipôtesis de la evoluciôn de los dominios para ejercer determinadas fun­
ciones, como la evoluciôn de los sitios de reconocimiento de las inmunoglobulinas (receptores para 
el Fc, etc.) para poder reconocerlas con efectividad (42).
Algunas de las propiedades ffsico-qufmicas, metabôlicas y biolôgicas de las cinco clases de 
inmunoglobulinas humanas estân resumidas en las tablas I y IV. Ahora describiremos brevemente 
las propiedades estructurales y funcionales propias de la clase IgA.
1.2. Propiedades Fisicoqufmicas de la IgA.
J.2.J. Propiedades générales.
En el hombre la IgA représenta aproximadamente el 20% de las inmunoglobulinas séricas.
La mayor parte es monomérica, con una estructura similar al resto de las inmunoglobulinas, es decir, 
una unidad bésica de 160.000 daltones de peso molecular y un coefîciente de sedimentaciôn 7 S, 
compuesta por cuatro cadenas polipeptfdicas, dos pesadas (llamadasa) y dos ligeras (k ô X). Carece 
casi totalmente de estructura hélicoïdal y por microscopfa electrônica se ha visto que tiene la misma 
forma de Y aplanada y las mismas medidas que la IgG (ver fig. 1 ). Carece de flexibilidad segmentai, 
es decir, de la posibilidad de que las porciones Fab roten independientemente del resto de la molé­
cula, con posibles implicaciones en su b^qa capacidad aglutinante y précipitante. Tiene una carga ne- 
gativa relativamente mâs alta que la IgG, siendo la inmunoglobulina que tiene una movilidad elec- 
troforética mâs râpida. El contenido en aminoâcidos es similar al de la IgG exceptuando la baja 
cantidad de Usina y el elevado numéro de cistefnas. El coefîciente de extinciôn para la IgA es
Ejgj, = 13,4 prâcticamente el mismo que el de la IgG. (79).
Tiene très dominios en la regiôn constante de la cadena pesada como la IgG y probablemen- 
te la IgD, mientras que la IgM y la IgE tienen cuatro (fig. 3). La posiciôn de los puentes disulfuro en­
tre las cadenas pesadas y ligeras también varfa. Las cadenas p ,a , 6 , e  y y (exceptuando la 71) tienen 
este puente entre la y ChL mientras que en la IgGl y en algunas moléculas de IgA2 (alotipo 
A2m (2) ) lo tienen entre CHI y CH2 (fig. 3)i(133).
El contenido en carbohidratos de la IgA (7-8% ) es mucho mayor que el de la IgG (2-3% ) 
pero mucho mâs bajo que el de la IgM, IgD, o IgE (12-13%). Al igual que la IgD y algunas cadenas 
ligeras tipo X, la IgA difiere del resto de las inmunoglobulinas en que tiene grupos de N-acetil galac- 
tosamina uniendo los hidratos de carbono a la cadena polipeptfdica. Comparândola con la IgG, la 
IgA humana es mucho mâs soluble en agua, se comporta como una pseudoglobulina y résisté mucho 
mejor la precipitaciôn con Zn*,  Cd** o con précipitantes fenôlicos. Précipita con sulfato amônico 
1,2-1,8 M a pH 7,0 al igual que la IgG. También précipita de una forma reversible con Rivanol 
0,0065 M pH 8,0 o etanol al 25% (a 5® C) e irreversiblemente o con desnaturalizaciôn, con âcido 


























® - a  
U *
CO CO oI I I
tN Cs| CN
. ê I I I !
o 8 O Oo \Q O Oo \C t N <o
CM O CMf ) CM O tM
_  O C 7 CO
—  CM CO

























5 8 8 3 s < < - î qo> o> o> o> 0  0) 0) 0) 0)
nS
y  r ’ - » i  r » - » - i  ?  ^ ^ r = - p _____c l ± x .
I r»  '-1 - I I ,  r -  p  r -
lA i
r . - . n ï rs -s - i Trs-s-i r s - s - i
i [ A
r-s-s-, r - T - j ' Î , , î r j T 'p î r S z în . ■l.p.
, I r ’-^ -iT. ^ .. .jz?zp— r^z|n_
lA
.  — r . ^ ~ î z i T  T r ^ f i T ,  r ^ 7 ^ - i  , r ? ~ ! ~ i _____ c ± ± ] _
■*’ 1 * 1 “
Fig. 3 .-  Disposiciôn de los puentes disulfuro inter e intracatenarios y de los carbohidratos en las cadenas pesadas hu­
manas. La IgG esta representada por la IgG l. Las otras subclases de IgG dilleren en el numéro y en la posiciôn de los 
puentes disulfuro intercatenarios. Hay un octapéptido adicional en el extremo C-terminal de las cadenas a y  ii que 
contiene un grupo SH que puede formar un puente disulfuro inter-subunidad (ISU) en las formas polimëricas de es­
tas inmunoglobulinas o bien reaccionar con la cadena J.
S Puente disulfuro intecatenario con otra cadena pesada (H) o ligera (L).
° i l   _____ ________l ' Puente disulfuro intracatenario.. 
t  Hidrato de Carbono. (Tomado de 133).
SC
Fig. 4 . -  Modelo de la estructura de la IgAs humana. El componente secretorio (SC) estâ un ido solamente a una de 
las dos subunidades Fc. No estâ todavia muy claro si la cadena J estâ unida mediante puentes disulfuro a una o a 
ambas subunidades Fc. La posiciôn real de los puentes disulfuro que unen la IgA y el SC no se conocen todavia, pe­
ro cada puente disulfuro podria unir también una cadena diferente dentro de la misma subuni dad Fc. La IgA di- 
mérica sérica tiene la misma estructura que la IgAs exceptuando que no tiene SC. (Tomado de 60).
todo procedimiento de precipitaciôn, aunque sea suave, tiende a favorecer la formaciôn de agregados 
de IgA. (79).
1.2.2. Peso molecular de la IgA humana.
Respecto al tamafio, la IgA sérica humana no es homogénea, siendo en su mayor parte mono­
mérica (7S) y teniendo un 10-20% de polfmeros con coeficientes de sedimentaciôn mâs altos. Por el 
contrario, en la mayorfa de los animales la IgA sérica estâ en forma de dfmeros y en menor propor- 
ciôn de polfmeros de mayor peso molecular (79). La IgA dimérica del suero humano, tiene un peso 
molecular de 3S0.000 D y estâ constituida por dos monômeros de IgA unidos entre sf por una cade­
na polipeptfdica Ilamada cadena J. Esta tiene 16.000 D de peso molecular y se une covalentemente 
a las dos cadenas a, mediante dos cistefnas présentes en un octapéptido adicional en el extremo car­
boxiterminal (fig. 3). Las formas poUméricas de IgA difleren de los monômeros, no sôlo en el peso 
molecular, sino también en la movilidad electroforética (los polfmeros migran mâs hacia el ânodo) y 
en otras propiedades fîsiccHiufmicas (2). La forma prédominante de IgA en las secreciones salivares, 
lacrimales, bronquiales, nasales e intestinales se denomina IgA secretoria. Tiene un coefîciente de se­
dimentaciôn de 11 S y un peso molecular de 400.000 D. Estâ estructurada como la IgA dimérica del 
suero, pero con la adiciôn de una nueva cadena polipeptfdica Ilamada componente secretorio. Esta 
glicoprotefna tiene 7 1.000 D de peso molecular y estâ unida por dos puentes disulfuro a una sola 
subunidad de IgA monomérica en la cadena pesada (flg. 4). (60).
J.2.3. Subclases y  alotipos de la IgA humana.
Se conocen dos subclases de IgA en base a las diferencias antigénicas, y por tanto estructura­
les, observadas en las cadenas a. Se denominan IgAI e IgA2, teniendo esta ûltima dos alotipos: - 
A2m (I) y A2m (2). La subclase IgA2 représenta el 7% de la IgA sérica normal, mientras que en las 
secreciones extemas se encuentra en concentraciones relativas mâs al tas (aproximadamente el 50- 
60%) (79).
La movilidad electroforética de la IgA2 suele ser mâs râpida que la de la IgAI y difieren en 
el contenido de oligosacâridos. Asf, la IgA2 carece de galactosamina, mientras que las dos subclases 
tienen restos de glucosamina (200). El alotipo A2m (I)  carece de enlaces covalentes entre las cade­
nas pesadas y ligeras (flg. 5) y ademâs, las cadenas ligeras estân Unidas covalentemente una a otra. 
Para mantener su integridad estructural, las interacciones no covalentes son mucho mâs fuertes en 
A2m (I) que en A2m (2) o IgAI. Estas caracterfsticas estructurales diferentes, junto a la presencia 
de glucosamina en Asn-211, el cambio de Pro por Ser en 2 12 y de Pro por Arg en 221 en A2m (2) 
(But) respecto a A2m (I ) (Lan) dan como resultado un cambio conformacional en tomo a 
Cy9-220 que détermina probablemente el carâcter alotfpico (200) (Fig. 6).
La regiôn bisagra (tomada arbitrariamente desde Val-222 hasta Arg-245, (fig. 6), es idénti­
ca en los dos alotipos A2m. Ambos tienen una delecciôn de trece aminoâcidos, incluyendo cinco 
oligosacâridos de galactosamina (fig. 6), mientras que la cadena a I (Dur), tiene una duplicaciôn 
interna de ocho residuos. La delecciôn de las cadenas a2, implica que tengan una secuencia de cin­
co prolinas seguidas, que les dota de una gran rigidez (fig. 6).
Excluyendo la regiôn bisagra y el contenido en carbohidratos, la regiôn constante del alo­
tipo A2m (1 ) (Lan) de la cadena a 2 difiere de la a I (Bur) en sôlo catorce posiciones, todas ellas 
compartidas con el alotipo A2m (2) (But) de m2. Sin embargo el alotipo A2m (2) difiere en 6 po­
siciones adicionales, donde el alotipo A2m (I) y la cadena aI son idénticos (posiciones 212,221, 
411, 428, 458 y 467) (fig. 6). Se cree que la cadena a de A2m (I) se habrfa originado por un cru- 
zamiento interdominios entre los genes que codifican a 1 y A2m (2), resultando en una cadena re­
combinante o hfbrida, que comenzarfa como a2 y terminarfa como a I (200).
kVAHIACIQN6S GENETIC AS K  TlUC TUt A % EN S U « 0  % EN SECRECIONES
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Fig. 5.— Subclases de IgA humana mostrando los diferentes tipos de estructura covalente y su correladôn con los 
antigenos alotfpicos. Los porcentajes son aproximados (De 184). 
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Fig. 6.— Secuencia de aminoâcidos de la regiôn constante de la cadena pesada a2 del alotipo A2m ( I )  de la IgA2 
humana (Lan). La cadena a2 (Lan) se da como una secuencia continua. La diferencia en aminoâcidos con la cade­
na cri (Bur) se muestra en la parte de arriba de la secuencia de a2 (Lan) dentro de los rectângulos; las diferencias 
en aas con la cadena a2 (But) del alotipo A2m (2) se muestra en la parte de abajo. Se ha utilizado el sistema de 
numeraciôn de la cadena a l  (Bur) para todas las proteinas. Como hay una delecciôn de 13 aas en la regiôn bisa­
gra de las cadenas a2 también habrâ una omisiôn de los numéros 223 al 235 en dichas cadenas. (De 200)
1.3. Propiedades biolôgicas de la IgA.
Las iiimunoglobulinas son moléculas polifuncionales porque no solo se unen a sus correspon- 
dientes antfgenos (funciôn primaria) sino que también tienen una serie de funciones secundarias o 
efectoras. Estas propiedades pueden manifestarse independientemente de la unién al antfgeno, como 
por ejemplo, la union de un anticuerpo libre a un receptor de una membrana celular. o pueden expre- 
sarse solamente después que la fracciôn Fab del anticuerpo se baya unido al antfgeno, como la fija- 
ciôn del complemento.
Dado que la IgA es la inmunoglobulina prédominante en la mayorfa de laS secreciones exter­
nes y sin embargo, solamente représenta un sexto de todas las inmunoglobulinas séricas en el hombre 
y todavfa menos en la mayorfa de los animales, pare ce lôgico pensar, que su papei fundamental debe 
ser el de protéger las mucosas y no el ejercer las funciones efectoras clàsicas de las otras inmunoglobu­
linas (IgG o IgM) a nivel sistémico. Asf, el tftulo de anticuerpos de IgA en las secreciones mucosas se 
correlaciona mejor con la inmunidad contra muchas infecciones virales, que el tftulo alcanzado en el 
suero (197). A pesar de todo no se conoce todavfa con exactitud el mécanisme por el cual la IgA ejer- 
ce su actividad antimicrobiana.
La IgA secretoria tiene poca capacidad para opsonizar bacterias (218 y 222), pero muestra 
actividad de anticuerpo contra muchos microorganismos ( 198). Es importante seflalar que la simple 
combinaciôn de la IgA con los microorganismos o las toxinas bacterianas puede impedir la union y 
la subsiguiente penetraciôn a través de las células epiteliales del intestino (216). La eliminaciôn de los 
inmunocomplejos que se forman como resultado de esta interacciôn, no tiene porqué estar mediada 
por mécanismes efectores secundarios, pudiendo realizarse por una simple exclusion propiciada por 
el movimiento (wristàltico normal del intestino (161). La naturaleza dimérica de la IgA secretoria fa- 
cilitarfa la uniôn a los antfgenos y la formaciôn de inmunocomplejos relativamente grandes, que son 
mâs fécilmente atrapables por las secreciones mucosas. La interferencia con la movilidad bacteriana, 
observada en bacterias flageladas, también facilitarfa la excreciôn.
El papei de la IgA en la regulaciôn de la entrada de antfgenos precedentes de la alimentaciôn 
a través del epitelio intestinal, parece clave (212). La IgA puede controlar la respuesta inmunolôgica 
a determinados antfgenos alimentarios, induciendo tolerancia contra una serie de sustancias potencial- 
mente alérgenas (4 y 182).
1.3.1. Activaciôn del complemento.
Las IgA secretoria o sérica humanas no fÿan el complemento por la vfa clàsica o alterna, aun- 
que sf lo hacen por esta ultima cuando se agregan por el caler (16 y 168) o qufmicamente (66). Aun- 
que ésto harfa pensar que todos los anticuerpos de IgA, agregados por sus antfgenos especffïcos, tam­
bién activarfan la vfa alterna (97), algunos autoies no han conseguido activar el complemento por 
ninguna de las dos vfas (32). Otros, han descrito la existencia en la saliva, de un anticuerpo anti-C3 
de la clase IgA, que activa la vfa clisica del complemento (215). El elevado coeficiente de sedimen- 
taciôn (>19S) y sus propiedades de factor reumatoide, impiden que estes resultados sean facilmente 
aplicables a otros anticuerpos de IgA.
El estudio de la estructura y de las funciones biolôgicas de la IgA Humana, siempre se ha visto 
dificultado por la in capacidad manifiesta de las enzimas proteoifticas mas comunes, de producir el 
fragmente Fca intacte, que, por analogfa con otras clases de inmunologlobulinas, debe ser la region 
de la molécula del anticuerpo que modula alguna de sus funciones efectoras, incluyendo la fÿaciôn 
del complemento. Sin embargo, recientemente, se han descrito varies métodos para obtener los frag- 
mentos Fca (23 y 162). Estes fragmentes son capaces de activar la vfa clàsica del complemento (23 
y 88) mientras que la IgA nativa no la activa en ningùn case, incluse si contiene gran cantidad de po- 
Ifmeros (23). Es posible por tante, que la incapacidad de la IgA compléta para interaccionar con el Cl 
no se deba a que carezca del sitio de uniôn, sino a que esta enmascarado. También se ha sugerido, que
las caracten'sticas especiales de la region bisagra de la IgA, e IgAj, puede contribuir su incapacidad 
para unirse al complemento. En la IgAi la deleccion de 13 aas en esta region provoca una gran rigi- 
dez de la molécula (fig. 6), que impide la transmision de la sefial alostérica necesaria para un buen 
contacto entre los dominios Cal y Co2. En la IgA,, la region bisagra tiene cinco oligosacaridos de 
Ga 1N que también podrfan impedir la interacciôn longitudinal de los dominios Ca 1 y Cq2 (fig. 6).
La activaciôn de la via alterna del complemento, por inmunocomplejos insolubles de IgA, 
produce la solubilizaciôn parcial de los mismos. Se trata de un IgA de mielona de ratôn con actividad 
de anticuerpo, pero con unas caracten'sticas estructurales mâs parecidas a la IgAj Humana (carece de 
puentes S-S  intercatenarios L-H) y posiblemente polimérica (139). Los inmunocomplejos de IgA 
Humana con esas caracten'sticas o la IgA polimérica “per se” también podrfan activar el complemen­
to por la vfa alternativa, una vez depositados en los tejidos. Sin embargo, los resultados obtenidos 
“in vitro” con sistemas muy simpliflcados, no pueden ser enteramente aplicados a las condiciones 
que existen “in vivo”. En el caso del tracto gastrointestinal, la presencia de productos alimenticios, 
secreciones mucosas y enzimas indudablemente influyen en la respuesta inmunolôgica. Por otro lado, 
las funciones biolôgicas de la IgA sérica (polimérica o monomérica), no pueden ser extrapoladas sin 
mâs a la IgA secretoria y vice versa (161). Asf, el componente secretorio dota a la molécula de IgA de 
propiedades total mente diferentes, como puede ser una mayor resistencia al tratamiento enzimâtico 
(203).
1.3.2. Propiedades biolôgicas de la IgA polimérica.
La IgA polimérica del suero parece tener una serie de propiedades biolôgicas bien definidas, 
que la diferencian claramente de la IgA monomérica.
Puede eliminarse de la circulaciôn por un mecanismo especffico dependiente de los hepatoci- 
tos (ver sec. 1.4). La capacidad de precipitaciôn y aglutinaciôn de antfgenos es significativamente ma­
yor que la de la IgA monomérica (144). Influye en la respuesta inmunolôgica del huésped, ya que su 
inyecciôn i.v. acelera la eliminaciôn del antfgeno y aumenta la subsiguiente producciôn de anticuer­
pos hacia el liapteno y el portador (186).
La IgA polimérica y probablemente los ICs de IgA, pueden modificar o modular la respuesta 
inflamatoria inhibiendo el efecto bacteriolftico, mediado por el complemento, de los anticuerpos IgG 
e IgM (44, 68, 76) o la fagocitosis mediada por la IgG pero no por el complemento (219). También 
tiene un efecto antiinflamatorio directo, dada su capacidad, al igual que la IgA secretoria, de inhibir 
la quimiotaxis y la funciôn bactericida de polimorfonucleares neutrôfilos (PMN) (207, 208, 209). No 
provoca una supresiôn generalizada de las funciones celulares, dado que no inhibe la quimioluminis- 
cencia y, sin embargo, aumenta la citotoxidad dependiente de anticuerpo (207). La IgA de mieloma 
insolubilizada o unida a una superficie no fagocitable estimula la liberaciôn de enzimas lisosômicos 
de PMNs, sin necesidad de que haya endocitosis ni muerte celular, mientras que los agregados solubles 
parece ser que no la estimulan o lo hacen en menor grado (78), siendo estas acciones independientes 
de la especificidad antigénica de la IgA.
De estos estudios y de los llevados a cabo posteriormente (117), se deduce que existe un re­
ceptor especffico para la IgA en PMNs humanos dependiente del Fc de la molécula. La existencia de 
receptores para IgA en diversas subpoblaciones de linfocitos (linfocitos T, B, no T, no B) (124, 125 
y 189) y en otras poblaciones celulares como monocitos/macrôfagos (53), parece indicar que, al con­
trario de lo que se pensaba anteriormente, la respuesta inmunolôgica especffica de IgA estâ dotada de 
una gran eficacia. Asf mismo, el descubrimiento de unas propiedades biolôgicas especfficas de la IgA 
polimérica, junto al reconocimiento de su papei en patogenia de enfermedades expérimentales y hu­
manas (punto 1.6) confirman la idea de que la IgA juega un papei en un contexte mucho mâs amplio, 
al que previamente se le suponfa restringido.
1.4. Mecanismos de transporte de la IgA.
1.4.1. 1>ansporte de la IgA a las secreciones intestinales.
La IgA secretoria que se encuentra en las secreciones externas, es un producto de dos tipos 
de células: las células plasméticas, que producen la IgA polimérica asociada con la cadena J y las cé­
lulas epiteliales, que producen el componente secretorio (136). Hace ya algün tiempo se crefa que la 
IgA de las secreciones, derivaba directamente de la IgA sérica, pero los estudios inmuno histoqufmi- 
cos realizados posteriormente parecfan indicar que la mayor parte de la IgA de las secreciones era 
producida localmente (21). Hoy en dfa se piensa que la IgA secretoria que aparece en las secreciones 
salivares, glândulas mamarias y en el tracto gastrointestinal, no es sintetizada totalmente por las cé­
lulas plasmâticas subepiteliales. La IgA polimérica producida en otros tejidos taies como la médula 
ôsea, bazo y algunos ganglios linfâticos, puede transportarse por la sangre y secretarse mediante la 
uniôn a células epiteliales productoras de SC, distantes espacialmente del lugar de producciôn de 
IgA (136).
Se han propuesto varios modelos para explicar cl transporte selectivo de IgA (21), pero el 
mâs aceptado considéra que el SC y la cadena J son como “la cerradura y la Have”, de la transloca- 
ciôn selectiva de la IgA dimérica y de la IgM pentamérica, a través de las células epiteliales. La incor- 
poraciôn de la cadena J a los dos isotipos induce un cambio conformacional en los mismos, que per- 
mite la combinaciôn, mediante interacciones no covalentes, con el SC en la membrana plasmâtica de 
las células epiteliales. Una vez formados, los complejos IgA-SC y IgM-SC son transportados por en­
docitosis en vesiculas citoplâsmicas a la luz glandular, en un proceso en el que participan los micro- 
tubulos (fig. 7).
Hay al menos dos caracterfsticas de este proceso muy poco comunes. Primero, la IgA secre­
toria es una proteina compuesta por cadenas polipeptidicas fabricadas en dos tipos diferentes de cé­
lulas (cél. plasmâticas y epiteliales). Segundo, el SC es un receptor de membrana que no solo media 
la uniôn y el transporte de otra proteina, sino que también permanece unido a la IgA después de de- 
jar la célula epitelial (161).
Es importante resaltar que no ha sido définitivamente excluido que la célula epitelial pueda 
expresar receptores especffïcos para la fracciôn Fc de la IgA e IgM (21). Aûn en este caso, posible­
mente la IgA dimérica se transportarfa mâs râpidamente que la IgA monomérica, debido a que ten- 
drfa el doble de sitios de uniôn. Por otro lado en ciertas especies hay un transporte efectivo de IgG 
(dimérica) a través del intestino (24) y mediante estudios en ratas “in vivo” se ha visto que las célu­
las epiteliales intestinales tienen receptores para la IgG especffïcos para la regiôn Fc de la molécula 
(70). Aun asf, en las secreciones externas hay mayor cantidad de IgA monomérica que IgG, posible­
mente transportada por difusiôn intercelular (21). La IgA monomérica sérica o bien la IgA mono­
mérica producida por los inmunocitos locales (22) podrfa unirse a las células epiteliales intestinales 
a través del Fc con mayor eficacia que la IgG.
1.4.2. Transporte de la IgA a la bills.
Otra fuente significativa de IgA intestinal, al menos en algunos animales (73), es la IgA di­
mérica transportada activamente por el hfgado a la bills contra un gradiente de concentraciôn (94 y 
153). El proceso de transporte ha sido visualizado por autorradiograffa (15) y parece ser anâlogo al 
de los enterocitos: los hepatocitos expiesan SC en su membrana y transportan la IgA dimérica uni­
da al SC por endocitosis (57, 142, 152 y 166). No hay que olvidar que embriolôgicamente, los hepa­
tocitos derivan del intestino y pueden considerarse como una célula epitelial especializada.
Es un mecanismo de transporte muy efectivo, ya que el endotelio de los sinusoïdes de la vena 
porta es discontinuo, y con muchas fenestras. Asf si inyectamos i.v. IgA polimérica, tendra un con­




Fig. 7.— Modelo de transporte basado en la consideraciôn del componente secretorio (SC) como “la cerradura” 
y de la cadena J como “la Uave” en la recepciôn y translocaciôn de la IgA dimérica, desde la formaciôn de los 
complejos SC IgA en la membrana basolateral plasmâtica (izquierda) de las células epiteliales secretoras hasta la 
expulsion de las vesiculas pinociticas (derecha) conteniendo la IgA secretoria compléta y algo de SC libre.
RER = Reticulo endoplàsmico rugoso, PS = espacio perinuclear, PV = vesicula pinocitica. (De 21).
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Fig. 8 .-  Diagrama de los mecanismos por los que la IgA es transportada al intestino. Las células plasmâticas en 
las submucosas secretan IgA polimérica (con cadena J) en el espacio extravascular del intestino. Parte de esta 
IgA dimérica se une inmediatamente al componente secretorio (SC) en los enterocitos y es transportada a la luz 
del intestino. El resto de la IgA se recoge por los canales linfâticos y es llevada, via el canal mesentérico y torâ- 
cico, a la circulaciôn sanguinea. Alli, la IgA circula hasta alcanzar la vena porta donde pasa râpidamente a tra­
vés de las fenestras del endotelio de los sinusoïdes portales y se une al SC en la membrana del hepatocito. Me­
diante vesiculas endociticas los complejos SC-lgA atraviesan el citoplasma del hepatocito y son descargados 
en el sistema biliar que conduce al duodeno. (De 72).
bilis mucho antes de que haya podido difundir, a través de los capilares del intestino, y alcanzar los 
enterocitos (fig. 8). Puede considerarse por tanto que la IgA que alcanza el intestino mediante el 
transporte por el hfgado, ha sido producida en su mayor parte localmente. Asf mismo, una parte sig- 
nificativa de la IgA dimérica sérica dériva de la producida por las células plasmâticas intestinales, trans­
portada por la linfa mesentérica y el canal torâcico a la sahgre (79 y 96).
Diverses au tores han demostrado que no solo es posible, mediante ese mecanismo, eliminar 
IgA polimérica libre, sino también IgA en forma de ICs ( 158, 170 y 181). Pero el transporte de IgA 
polimérica a través del hfgado, no sôlo tiene importancia porque aumenta la eficacia del sistema in- 
munitario contra antfgenos procedentes del tracto intestinal, sino que puede tener un papei clave en 
la eliminaciôn de ICs que de otra forma, permaneciendo en la circulaciôn sangufnea, podrfan tener 
efectos deletéreos como es el depôsito en el mesangio glomerular ( 167).
1.5. Biologfa de los inmunocomplejos (ICs).
La formaciôn de IC$ es un componente de la respuesta inmunolôgica normal encaminada a 
eliminar y/o neutralizar los antfgenos. También parecen ejercer una importante influencia sobre las 
respuestas humorales y celulares interaccionando con linfocitos T y B. Dependiendo de diversos fac- 
tores taies como la relaciôn molar del antfgeno y del anticuerpo, de la concentraciôn absoluta de los 
ICg y de la clase y aflnidad del anticuerpo, aumentan o suprimen las funciones inmunolôgicas, por 
mecanismos todavfa no conocidos con exactitud (193) (ver tabla II). En diversas enfermedades se han 
detectado ICg circulantes o depositados en varios tejidos por lo que han sido implicados en su patogé- 
nesis. El propôsito de este resumen es el de définir las condiciones bajo las cuales se forman ICg, sus 
implicaciones biolôgicas y considérât su papei en la patogenia de las glomerulonefritis humanas.
1.5.1. Factores que influyen en la formaciôn de los ICg.
La interacciôn antfgeno-anticuerpo es reversible y las fuerzas intérmoleculares que contribu- 
yen a su estabilizaciôn son de la misma clase que las implicadas en la estabilizaciôn de la configura- 
ciôn especffica de las pro te f nas y macromoléculas; culômbicas (electrostâticas), de Van der Waals 
(fuerzas de dispersiôn de London), dipolares, puentes de hidrôgeno y uniones hidrofôbicas (apolares). 
Desde este punto de vista, la uniôn de un anticuerpo y un antfgeno puede ser considerada, como un 
reparto competitivo del antfgeno entre el agua y los sitios de uniôn en el anticuerpo que son relativa­
mente hidrofôbicos. Por ello, los antfgenos poco solubles en agua (haptenos dinitrofenilados) tende- 
tân a format ICg muy estables, mientras que los antfgenos muy solubles (azûcares) formarân ICg mâs 
disociables (193).
La formaciôn, destino, actividades biolôgicas y potencial flogogénico de los ICg dependerâ de 
la naturaleza de los anticuerpos (reactividad con los mediadores de la infiamaciôn,Valencia, afinidad) 
y de los antfgenos (tamafio, Valencia, composiciôn qufmica), asf como de la relaciôn molar y concen­
traciôn absoluta de los dos componentes (tabla III).
1.5. La. Los antigenos.
Los antfgenos son substancias que interaccionan especfficamente con anticuerpos apropiados 
o linfocitos sensibilizados. El término inmunôgeno se refiere a las substancias que después de la admi- 
nistraciôn a un huésped apropiado provocarân una respuesta inmunolôgica. Se hace esta distinciôn, 
porque no todas las substancias que reaccionan con anticuerpos o con linfocitos sensibilizados, provo- 
can una respuesta inmunolôgica. La porciôn concrete de una molécula antigénica, que reacciona con 
el sitio de uniôn del anticuerpo o con el receptor especffico en un linfocito sensibilizado, se define 
como déterminante antigénico y el numéro de déterminantes antigénicos de una molécula, détermina 
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-  Propiedades fisico-quimicas (carga,solubilidad)
-  Impedimento esterico de los déterminantes antigénicos
Anticuerpos
-  Close y subclase
-  Afinidad
-  Valencia
-  Numéro de especificidodes antigénicos reconocidos
-  Propiedades biolôgicas del anticuerpo
Disponibîlidad
-  Concentraciôn relative de los componentes(relaciôn ontfgeno/onticuerpo).
-  Concentraciôn absolute
-  Sfntesis de los anticuerpos
-  Lugar de entrada del antfgeno y persistencio en el organismo
- Eliminaciôn de los ICs por el sistema mononuclear fagocitîco,o por depôsito 
tisular (especifico o no).
-  Catobolismo (no inmune) del ontTgeno y del anticuerpo 
Interacciones fisicos
-  Electrostâticas
-  Van der Wools
-  Bipo lares
- Puentes de hidrogeno
- Uniones hidrofobicos
tener la Valencia de uno para un determ inado anticuerpo, pero si tiene estructuras quim icas repetiti- 
vas, su Valencia sera mayor para el m ism o anticuerpo especffico. A dem âs, una m olécula determ inada  
puede tener déterm inantes antigénicos diferentes y , por tanto, sera capaz de reaccionar con anticuer­
pos de diferentes especificidades. Es decir, el num éro de déterm inantes antigénicos de una m olécula  
influirà profundam ente en la clase de ICg que pueda formar con anticuerpos esp ecfficos (1 2 8 ).
1.5.1. b. Los an ticuerpos.
Los anticuerpos, que son la otra parte esencial en los ICg, pueden ser de la clase IgG, IgA,
IgM, IgD e IgE. La IgG, IgA m onom érica, IgD e IgE tienen una Valencia de dos, es decir, tienen dos  
sitios de uniôn para un determ inado antfgeno. La IgA dim érica tiene una Valencia de cuatro y la IgM 
de cinco a d iez, dependiendo del tipo de antfgeno.
Cuando ocurre la uniôn antfgeno-anticuerpo, se pueden form ar ICg m uy diferentes; desde una 
m olécula de antfgeno y una de anticuerpo (A g l-A c l)  hasta ICg con m uchas m oléculas de cada un o de 
los réactives. La estructura o  malla tridim ensional que se form e, reflejarâ e l num éro de m oléculas de 
antfgeno y de anticuerpo en cada com plejo. A su vez, la malla influirà en  las propiedades biolôgicas 
del IC.
1.5.1. c. Efecto de la Valencia sobre el tamafio de los ICg.
El tam afio de los ICg estâ in fliiido por varios factores. C om o ya  se ha d icho antes la Valencia 
de la m ayorfa de los anticuerpos es dos, pero estudios detallados con  IgA polim érica o  IgM no se han 
realizado. La Valencia de los antfgenos influye m uy significativam ente en la malla que se forma con  
unos anticuerpos determ inados. Una m olécula antigénica m onovalente sô lo  puede formar com plejos  
Ag2 — A d  y no ICg de m ayor tamafio o  inm unoprecipitados. Los antfgenos bivalentes pueden formar, 
dependiendo de la distancia entre los déterm inantes antigénicos, ICg con  las fôrm ulas siguientes: A g l-  
Acl, A g2—A c2, A g 3 -A c 3  (de forma circular), o  com plejos abiertos o  cerrados todavfa mâs grandes. 
T odos estos  ICg forman mallas pequeûas y son solubles. Solam ente los antfgenos m ultivalentes, pueden  
formar ICg con mallas m uy grandes y com plejas y precipitar en determ inadas condicion es (fig. 9 ) ( 133).
1.5.1.d. Efecto de la concentraciôn.
La concentraciôn relative del antfgeno y del anticuerpo déterm ina la relaciôn de com binaciôn  
antfgeno-anticuerpo, que puede variar desde un exceso  de antfgeno, pasando por la equivalencia, hasta 
un exceso  de anticuerpo.
Un exceso  de antfgeno da lugar a ICg de pequefto tam aho porque los sitios de uniôn del anti­
cuerpo estân cubiertos y  las oportunidades para formar una malla son lim itadas (fig . 10 a, d y g). Esto 
es asf, independientem ente de la Valencia del antfgeno y puede producir la solubilizaciôn de inm uno­
precipitados. Cuando la relaciôn molar estâ ce rca o  en el punto de equivalencia, se forman los ICg mâs 
grandes porque, por defin iciôn , el num éro de déterm inantes antigén icos es igual al num éro de sitios  
de uniôn del anticuerpo. Por tanto, se minim iza la com peticiôn  por los sitios de un iôn , mientras que 
las oportunidades para un entrecruzam iento entre los ICg es m axim a (fig. 10. e. y h ). En el punto de 
equivalencia, los antfgenos oligovalentes forman ICg solubles m uy grandes (fig. 10) y los antfgenos 
m ultivalentes norm alm ente forman precipitados. En el sobrenadante la concentraciôn de antfgenos 
o anticuerpos libres es a m enudo indétectable, (fig. 10).
El e fe c to  de un exceso  de anticuerpo en el tamafio de los ICg depende de la Valencia del antf­
geno (1 0 9 ) . Los antfgenos oligovalentes form an com plejos mâs pequefios que los que se forman a 
equivalencia de una forma andloga a la que ocurre en exceso  de antfgeno (fig. 10. f  ). Por el contrario, 
en exceso  de anticuerpo, norm alm ente, los antfgenos m ultivalentes precipitarân. Adem âs, los precipi­
















Fig. 9 .- Efecto de la valenda del antfgeno lobre el tamafio del complejo formado con un anticuerpo del tipo IgG. 
La capacidad de un sistema para tracer y extender la malla depende de que al menos uno de los reactivos sea diva- 
lente y que el otro sea como mfnimo trivalente. El tamafio de los oli gômeros cfclicos estâ también limitado por 
consideracioiwa termodin&micas (de 133).
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Fig. 10.— Efecto de la Valencia del antfgeno y de la relaciôn antfgeno/anticuerpo sobre el tamafio y la composi­
ciôn de los inmunocomplejos. (De 109).
zados y  solam ente cuando las concentraciones del anticuerpo son extraordinariam ente altas.
La concentraciôn absoluta del anti'geno y  del anticuerpo tam bién influye en el tamafio y com ­
posiciôn  de los ICg. Parece ser una consecuencia de la ley  de acciôn de masas (1 0 9 ). Los ICg solubles  
crecen en tam afio por interacciones entre ellos m ism os, de una form a anàloga a la polim erizaciôn. In- 
crem entando las concentraciones de los reactivos, la reacciôn se desplaza hacia la derecha (A g + Ac — 
— A g -A c )  de form a que se une una proporciôn m ayor de Ag y Ac para formar ICg de m ayor tamafio.
1.5.1. e. Efecto de la afinidad del anticuerpo.
La constante de asociaciôn entre el antfgeno y e l anticuerpo tam bién influye en el tamafio de 
los ICg. Cuando la Ka es baja para una relaciôn molar determ inada, tenderân a formarse ICg de peque- 
fio tamafio (1 0 9 ). En general, las caracten'sticas inm unoqufm icas de los ICg présentes en las enferm e­
dades hum anas no han sido exam inadas con el suficiente detalle com o para poder correlacionar sus 
caracten'sticas con e l desarrollo y curaciôn de la enferm edad. Sin em bargo, en anim ales de experim en- 
taciôn se ha visto que inyectand o ICg preform ados “ in v itro” , el tamafio de los m ism os déterm ina  
de alguna forma el tejido donde se deposita, com o detallarem os mâs adelante.
1.5.2. Propiedades biolôgicas de los ICg.
Las propiedades biolôgicas mâs im portantes en cuanto a su influencia en el desarrollo de di­
versas enferm edades son: interacciôn con receptores celulares, activaciôn del com plem ento y depôsi­
to en los tejidos. Estas propiedades dependen de la clase y subclase del anticuerpo, del tamafio de los 
ICg y  en  m enor grado de las propiedades de los antfgenos. Otras propiedades biolôgicas de los ICg, 
com o son la influencia que ejercen en la respuesta inm unolôgica del huésped y las alteraciones fun- 
cionales de los lin foc ito s, son m enos conocidas a nivel m olecular y  las hem os com entado brevemen- 
te en el com ienzo  del pu nto  1.5. (109 , 128 y  193).
1.5.2.a. Interacciôn con receptores celulares.
Los receptores para la fracciôn Fc de las inm unoglobulinas m edian la m ayor parte de las in­
teracciones de los ICg con los neutrôfilos, m on ocitos (in cluyendo los m acrôfagos de tejidos y las cé­
lulas de K upffcr), plaquetas y ciertas subpoblaciones de lin focitos T  y B. Estos receptores son espe- 
cfflcos  para la clase o  subclase de la inm unoglobulina (Tabla IV), estando m ejor cstudiados los recep­
tores para la IgG.
La interacciôn de las células fagocitarias (polim orfonucleares neutrôfilos y  m on ocitos/m acrô­
fagos) estâ influida por el tam afio de los ICg. Los m onôm eros de IgG se unen a los receptores celula­
res m uy débilm ente (c ito fllia ) y  no son interiorizados o  fagocitados, mientras q ue los ICg de gran 
tamafio (co n  al m enos dos m oléculas de anticuerpo) se unen con m ayor afinidad y  tcrminan siendo  
fagocitados.
1.5.2.b. Activaciôn del sistema del complemento.
La IgG l, IgG2 e  IgG3 humanas son capaces de activar e l com plem ento por la vfa clàsica, 
m ientras que la lgG 4 es ineficaz. Para que la activaciôn sea efectiva, los ICs deben estar form ados al 
m enos por dos, très o  cuatro m oléculas de IgG segùn los autores (31 y 87). De las otras inm unoglo­
bulinas solam ente la IgM puede activar e l com plem ento por la vfa clàsica. La activaciôn de la vfa al­
terna puede producirse, en determ inadas condicion es, con las dos subclases de IgA (ver 1.3.1 ), sien­
do mâs eficaces los ICg insolubles que en soluciôn  y  los ICg de IgA polim éricas o secretoria que los 
ICg de IgA m onom érica.
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les en el individuo dependiendo de diversos factores. Influye considerable me n te en la captaciôn de los 
ICg circulantes por diversos tejidos como veremos en I.5.2.C.2. La activaciôn por ICg insolubles ya 
depositados o formados “in situ”puede producir la acumulaciôn de neutrôfilos y/o monocitos/macrô­
fagos. Estas células a su vez pueden fagocitar los ICg o ser estimulados por ellos provocando la libera­
ciôn de diversos mediadores de la infiamaciôn, con el consiguiente dafio tisular (26, 78, 150, 178).
Por efecto de la activaciôn del complemento se pueden resolubilizar ICg insolubles facilitando su eli­
minaciôn (139), as( como facilitar la uniôn, fagocitosis y degradaciôn de ICg solubles o insolubles 
(107, 150y 211).
1.5.2.C. Depôsito tisular.
La concentraciôn de ICg en la circulaciôn en un momento determinado depende de la tasa de 
formaciôn y de la tasa de eliminaciôn de los ICg. La tasa de formaciôn es una funciôn de la cantidad 
de antigenos y de anticuerpos especfficos contra esos antfgenos. En las enfermedades humanas, o en 
los modelos expérimentales, esas variables no han sido cuantificadas. La tasa de eliminaciôn de los 
ICg de la circulaciôn es una funciôn de su captaciôn por el sistema mononuclear fagocftico (SMF) y 
del depôsito tisular.
1.5.2.C.I. Influencia del tamano de los ICg.
El destino de los ICg circulantes se ha estudiado cuantitativamente mediante la inyecciôn de 
ICg preformados de un tamafio y composiciôn conocidos, generalmente con ICg de IgG.
Los ICg de gran tamafio con al menos dos moléculas de anticuerpo (mâs grandes que Ag2- 
Ac2), se eliminan râpidamente de la circulaciôn cuando se inyectan a ratones, conejos o monos no 
inmunizados previamente (128). La desapariciôn de esos ICg sigue una funciôn exponencial y la vida 
media de los ICg se correlaciona con la dosis inyectada. Al incrementar la dosis, la tasa de eliminaciôn 
disminuye y la velocidad de aclaramiento de los complejos alcanza una meseta, indicando que cl siste­
ma es saturable ( 128). El ôrgano que capta mayor cantidad de ICg es el hfgado, a través de las células 
de Kupffer mediante los receptores para el Fc de la IgG.
Los ICg de pequefio tamafio, definidos como aquellos que tienen una o dos moléculas de anti­
cuerpo (ej : Ag2-Ac2, Ag2-Acl, ô A gl-A cl) se eliminan mâs lentamente de la circulaciôn que los 
ICg de gran tamafio, pero mucho mâs râpidamente que los anticuerpos libres. La eliminaciôn de estos 
ICg puede ser descri ta mediante dos curvas exponenciales. La primera de ella puede atribuirse al equi- 
librio entre el espacio intra y extravascular que se produce inmediatamente después de la inyecciôn 
de los ICg. La segunda curva, puede atribuirse al catabolismo.
Aunque todavfa no estâ totalmente esclarecido el sitio donde se produce el catabolismo ni las 
consecuencias fisioiôgicas de esos ICg, se han descrito recientemente dos mecanismos diferentes para 
la eliminaciôn de ICg de IgG ô IgM de pequefio tamafio. El primero de ellos se realiza a través de las 
células de Kupffer, por otro receptor distinto del ya descrito para el Fc de la IgG; Cuando la IgM se 
une al antfgeno, se produce un cambio conformacional que permite que los restosde manosa de la 
IgM que permanecfan ocultos se expresen al exterior siendo fâcilmente reconocidos por un receptor 
especffico en las células de Kupffer (38). El segundo mecanismo es especffico para los ICg de IgG en 
exceso de anticuerpo. Estos ICg de pequefio tamafio no son reconocidos por las células de Kupffer 
sino por los hepatocitos, mediante los receptores para los restos de galactosa de la inmunoglobulina 
(195). En este sentido, otros autores (82) ya habfan descrito que los ICg de IgG en exceso de anti­
cuerpo se un fan con mayor facilidad a los hepatocitos que en exceso de antfgeno.
1.5.2. c. 2. Papei del complemento.
Aparentemente, el complemento no juega un papei prépondérante en la captaciôn hepâtica
Il
de los ICg circulantes. EUminando el complemento con veneno de cobra o con agregados de IgG, no se 
altera el aclaramiento y la captaciôn hepâtica de ICg solubles de IgG (128). Sin embargo, se ha demos­
trado exhaustivamente que la eliminaciôn de ICg insolubles capaces de activar el complemento, ocurre 
a través del receptor para el C3b de las células de Kupffer mientras que la eliminaciôn de los ICg inso­
lubles in capaces de activar el complemento, se realiza principalmente por los macrôfagos del bazo 
(58). También se ha demostrado, mediante estudios in vitro, que el complemento no sôlo facilita la 
uniôn de los ICg solubles o insolubles a los macrôfagos peritoneales, sino que también aumenta la fa­
gocitosis y posterior degradaciôn (107, 150 y 211).
iCômo conciliar estos aspectos tan contradictorios? Es posible, que los ICg insolubles no sean 
manejados de la misma forma que los I(2g solubles y que los estudios in vitro, no sean fâcilmente ex- 
trapolables a las situaciones, mucho mâs complejas, que ocurren in vivo. Sin embargo, es sabido que 
la eliminaciôn del complemento por el veneno de cobra no es total (aproximadamen te el 90% ) (17) y 
la'cantidad de complemento que queda, puede que sea suficiente para activarse e incorporar algunas 
moléculas de C3b a los ICg. En este sentido, la adiciôn de solamente un 1% de suero humano fresco, 
es suficiente para aumentar la uniôn de agregados de IgG a macrôfagos (107). También se necesitan 
muy pocas unidades de Cl fÿado sobre los hematfes, para promover su captaciôn por el hfgado (58).
Otros factores que todavfa complican mâs la interpretaciôn de los resultados de Mannik y col. 
(128), son que los monocitos y las células linfoides también tienen receptores para el C lq y el hecho 
de que el hfgado sea uno de los sitios principales de sfntesis del complemento (150). Asf estos auto­
res han indicado que el tipo de K2g usado por ellos debe fÿar et Clq, dado que son capaces de deplec- 
cionar el CH50 (17). De todas formas, para que el complemento provoque un aumento de la fagoci­
tosis y la degradaciôn de agregados de IgG por los macrôfagos in vitro, éstos deben tener un tamafio 
adecuado, porque la fagocitosis de agregados con sôlo diez moléculas de IgG es, incluso, inhibida li- 
geramente en presencia de suero fresco (107).
La fagocitosis de ICg que han activado el complemento podrfa prévenir su depôsito patolôgi- 
co en los tejidos. Si los ICg no activan el complemento o bien los fagocitos son incapaces de captar- 
los y fagocitarlos, el depôsito tisular puede ocurrir mâs fâcilmente. Una vez que los complejos estân 
depositados, la füaciôn del complemento ser fa peligrosa, ya que podrfa provocar una acumulaciôn 
local de PMNs o monocitos/macrôfagos y causar una infiamaciôn ( 150). En este sentido, la poca ca­
pacidad de la IgA, incluso en forma de ICg, para activar el complemento, podrfa aumentar una vez 
que se depositara y estuviera en forma insoluble. Cualquiera que sea la interpretaciôn que se den a 
estos resultados, la conclusiôn de que el complemento no es importante para el aclaramiento de ICg 
solubles, necesitarfa nuevos estudios para confirmarla.
I.5.2.C.3. Influencia de otros ôrganos del sistema mononuclear fagocitico (SMF).
(Tuando se inyectan pequefias cantidades de ICg solubles, la captaciôn por el bazo es muy pe- 
quefla (alrededor del I % ) y solamente con dosis saturables es posible alcanzar hasta un 10% de la 
cantidad captada por el hfgado (128). Sin embargo, los ICg particuiados, como son los glôbulos rojos 
sensibilizados con anticuerpos especfficos de IgG no activadores del complejo, son captados por el 
bazo a través de los receptores para el Fc (58). Utilizando este sistema, se ha encontrado que hay 
una saturaciôn de la captaciôn espié nica en algunas enfermedades humanas como Lupus erit ematoso 
diseminado, el sfndrome de Sjôngren y la Dermatitis herpetiformis (58 y 116). Sin embargo, la satu­
raciôn de la captaciôn hepâtica de ICg a través del Fc, no ha sido todavfa examinada en las enferme­
dades humanas, aunque si se ha descrito en animales con enfermedades crônicas por inmunocomple­
jos. En ratones NZB/W que desarrollan una enfermedad parecida al lupus humano, no se pudo de- 
mostrar que hubiera un defecto en el aclaramiento y captaciôn hepâtica de ICg de IgG (56), aunque 
posiblemente habfa un defecto en la fagocitosis o en la uniôn a las células de Kupffer, ya que la 
inyecciôn posterior de una dosis saturante de agregados de IgG desplazaba fâcilmente la uniôn de 
los ICs, volviéndolos a la circulaciôn. Estos ICs pueden, en teorfa, contribuir a la perpetuaciôn del
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proceso autoinmune mediante la interacciôn con linfocitos o depositarse en otros ôrganos como el 
mesangio glomerular (126).
1.5.2. c. 4. Ijifluencia del anti'geno.
No se puede explicar la gran variedad de localizaciones y subsiguientes reacciones adscritas a 
los ICg solamente porel tamafio, clase o subclase del anticuerpo, y capacidad de fijaciôn del comple­
mento. Hay, por ejemplo, ICg que se fijan en la membrana basai glomerular y otros no y parece cada 
vez mâs évidente que el destino de los ICg puede ser alterado por la naturaleza de los antigenos. Asf, 
el DNA tiene gran afinidad por la membrana basai glomerular y puede predisponer la formaciôn de 
ICg en ese lugar mediante la uniôn posterior del anticuerpo (93). Ademâs, mientras que el DNA desa- 
parece râpidamente de la circulaciôn localizândose en los ôrganos del SMF (52), los antfgenos protei- 
cos, como la albûmina sérica bovina, se catabolizan mucho mâs lentamente. Sin embargo, si esta pro­
teina se conjuga con restos dinitrofenilados, se élimina râpidamente de la sangre en funciôn de la den- 
sidad epitôpica (128) y utilizando como antfgenos polisacâridos desializados, se ha observado una 
eliminaciôn mâs râpida de los ICg que con los mismos antfgenos en presencia de âcido siâlico (54).
1.5.2. c. 5. Influencia de los anticuerpos.
El destino de los ICg también puede ser alterado por la naturaleza de los anticuerpos. La IgA, 
lgG2 e IgG4 humanas parece ser que no interaccionan con el receptor para el Fc de las células fago- 
cfticas mononucleadas ( 128). Por tanto, los ICg que contengan esos anticuerpos, puede que permanez- 
can en la circulaciôn mâs tiempo que aquellos ICg que sf interaccionan eficazmente con el receptor 
para el Fc. Incluso, estos anticuerpos pueden retrasar la eliminaciôn de un antfgeno que en estado li­
bre se eliminarfa mâs râpidamente (149). No hay que olvidar, tampoco, como hemos visto en la secciôn
1.4.2., que en el hfgado hay otros receptores especfficos, ademâs del que hay para el Fc de la IgG en 
las células de Kupffer. El receptor para la IgA polimérica ya descrito, puede ser utilizado para elimi­
nar ICg de IgA polimérica. También hay receptores para el Fc de la IgG y probablemente de la IgA en 
los hepatocitos, susceptibles de captar y eliminar parte de los ICg (82 y 83). Como hemos visto en
1.5.2.C. 1. se han descrito receptores especfficos para los restos de manosa o N-acetil glucosamina en 
las células de Kupffer y para la galactosa en los hepatocitos, a los que pueden unirse los ICg de IgM o 
IgG respectivamente, en exceso de anticuerpo.
1.5.3. Papei de los inmunocomplejos en la patogenia de las glomerulonefritis.
En la enfermedad aguda del suero, después de la inyecciôn de una proteina sérica heterôloga, 
aparece una glomerulonefritis proliferativa difusa y una arteritis generalizada que coincide con la de­
sapariciôn del antfgeno, la apariciôn de ICg circulantes, la disminuciôn de la actividad del complemen­
to y el depôsito de los ICg en diversos tejidos. La inyecciôn diaria, de forma que se logre un exceso de 
antfgeno después de cada inyecciôn, résulta en una glomerulonefritis crônica pero no en vasculitis 
(217).
Estas caracterfsticas de las enfermedades aguda y crônica del suero arriba mencionadas, han 
sido los modelos casi exclusivamente utilizados para reconocer las enfermedades humanas en las que 
se sospechaba que los ICg pudieran tener un papei patogénico. El depôsito de inmunoglobulinas en 
los tejidos de una forma granular o irregular, acompafiada frecuentemente de factores del comple­
mento, la presencia de ICg circulantes, niveles bajos de complemento o niveles altos de productos de- 
rivados de la activaciôn del complemento, hacfan pensar en una enfermedad producida por ICg. Sin 
embargo, utilizando nuevas técnicas, se han detectado ICg circulantes en muchas enfermedades crô­
nicas, como hepatitis, endocarditis infecciosas, artritis reumatoide, lupus eritematoso diseminado, 
procesos malignos e incluso en individuos normales. No siempre la presencia de ICg conduce a vascu­
litis y glomerulonefritis, siendo, segùn algunos autores, muy pequefio el porcentaje de pacientes que
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tienen glomerulonefritis y ademâs ICg circulantes (169 y 193). Tampoco suele haber correlaciôn entre 
las inmunoglobulinas pertenecientes a los ICg circulantes y a los ICg depositados (151), probablemente 
porque no sean siempre patolôgicos los ICg circulantes détectables. También se han encontrado ICg 
circulantes en enfermedades glomerulares sin depôsitos de inmunoglobulinas en el rifiôn como en el 
sfndrome nefrôtico (193) y son mâs frecuentes los ICg circulantes en enfermedades sistémicas con 
complicaciones renales que en las glomerulonefritis primarias (115 y 193).
1.5.3.a. Mecanismos de depôsito de los ICg en el glomérulo.
Se han realizado numerosos estudios para conocer los mecanismos que producen el dafio glo­
merular. En la enfermedad aguda del suero, los depôsitos glomerulares con tienen el mismo antfgeno 
présente en los ICg circulantes y el antfgeno no se deposita antes que el anticuerpo. Para que se pro- 
duzca el depôsito tisular, se requieren ICg circulantes de un tamafio de 19 S o mayores (217). En cam­
bio en la enfermedad crônica del suero, el sitio donde se depositan los ICg depende de la respuesta in­
munolôgica del huésped. Los animales muy respondedores producen ICg en exceso de anticuerpo que 
no se depositan; los respondedores moderados forman ICg mâs pequefios y solubles, que se depositan 
en el mesangio o en la regiôn subendotelial de la membrana basai glomerular; los poco respondedores 
permanecen en exceso de antfgeno y forman ICg pequefios y solubles de un tamafio comprendido entre
300.000 y 500.000 D (15 S), que se depositan en el lado subepitelial de la membrana basai. Si se logra 
mantener un estado crônico de exceso de antfgeno, independientemente de la respuesta de anticuerpo 
que se produzca, los depôsitos se localizan casi exclusivamente en el lado subepitelial (63).
La mayorfa de los intentes de estudiar los mecanismos de depôsito de los ICg circulantes se 
han realizado inyectando ICg preformados. Solamente en estos modelos pasivos se ha podido estable- 
cer una relaciôn causal entre la presencia de ICg en la circulaciôn y su depôsito en los tejidos (ver 1.4.
2.3.). Sin embargo, el depôsito que se logra en estos modelos es casi siempre mesangial o subendote­
lial y no subepitelial (128). Los depôsitos subepiteliales caracterfsticos de la enfermedad crônica del 
suero parecfan indicar que los ICg de pequefio tamafio podfan penetrar la pared vascular y ser atrapa- 
dos o precipitados en el espacio subepitelial. Sin embargo nunca se ha podido tener una evidencia ex­
perimental de este fenômeno (36).
No obstante, se han descrito otros mecanismos que pueden explicar cômo se producen los de­
pôsitos subepiteliales. Asf, antfgenos no glomerulares pueden unirse a componentes normales del 
glomérulo por afinidad de carga o de estructura. Una vez que el antfgeno se ha unido al glomérulo, 
el anticuerpo especffico puede unirse a su vez al antfgeno formândose ICg localmente. Si el antfgeno 
se localiza en el lado subepitelial de la membrana basai, los ICg que se formen scrân también subepite­
liales (36, 93 y 205). Igualmente, determinados componentes de la membrana basai pueden unirse a 
anticuerpos con los que tienen reactividad cruzada sin necesidad de formarse ICg circulantes. En el ca­
so del mesangio glomerular, como luego veremos, determinadas alteraciones del mismo pueden incre­
mentar el depôsito dé macromoléculas, que sirven a su vez como "antfgenos plantados” susceptibles 
de unir anticuerpos especfficos (128).
1.5.3.b. Mecanismos de depôsito en el mesangio.
La persistencia de la IgA a nivel del mesangio en biopsiâs itérativas, o incluso en rifiones de pa­
cientes en hemodiâlisis periôdicas con glomerulonefritis mesangial de IgA plan tea la necesidad de co­
nocer cuâles son los mecanismos de depôsito de IgA en el mesangio glomerular.
Las células mesangiales ocupan una posiciôn intercapilar en el centro de varias asas capilares del 
glomérulo renal. Sin embargo, en esta posiciôn el mesangio estâ unido al endotelio, que lo sépara de la 
luz capilar y la membrana basai glomerular, por lo que se puede considerar que forma parte de la pa­
red capilar glomerular (fig. 11 ). Por tanto, en un sentido mâs estricto, el mesangio tiene una localiza- 
ciôn intracapilar y no intercapilar ( 138).
A ,
Fig. I I .— Diagrama de un mesangio de rata rodeado de capilares. La zona central de la membrana basai (CL) en- 
vue Ive a los capilares como una sibana y también pasa por encima del mesangio. La frontera de este con los capi­
lares la constituyen las células endoteliales (En). Las células mesangiales (M) estân parcialmente rodeadas por la 
matriz mesangial (MA) en la que pueden encontrar a veces haces de colâgeno (Co). Las fenestras del endotelio 
(F) permiten el paso de parti'culas y de plasma a los canales intercapilares e intercelulares (IC). Las células epite­
liales (Ep) emiten unas evaginaciones primarias que se ramifican formando los podocitos (De 138).
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Las células mesangiales tienen interdigitaciones citoplasmâticas que se extienden dentro del 
espacio subendotelial y se proyectan en ocasiones, entre las fenestras de las células endoteliales dentro 
de la luz capilar. Estos procesos citoplasmàticos contienen muchos organelos incluyendo microfila- 
mentos de miosina, sugiriendo que las células mesangiales fueran células musculares lisas modiflcadas. 
Entre las células hay una substancia intercelular llamada matriz mesangial que, morfolôgicamente, es 
similar a la membrana basai glomerular aunque todavfa no se conoce bien su estructura bioqufmica y 
antigénica. El tallo de las ramas que forman el mesangio, se unen en un sincitio con las células del la­
cis, que estân contiguas a las células epitelioides granulares de la arteriola aferente y la mâcula densa 
del aparato yuxtaglomerular. Esta relaciôn estructural tan intima entre el mesangio y el aparato yux- 
taglomerular es importante por dos razones: 1 ) El mesangio podrfa jugar un papei en la regulaciôn del 
flujo sangufneo glomerular aunque no hay todavfa una evidencia concreta que apoye este concepto.
2) Esta regiôn puede ser una ruta de salida de las macromoléculas que vienen del mesangio (138).
Mauer y col (129 y 130) han estudiado la cinética de la captaciôn y el manejo de las macro­
moléculas por las células mesangiales en diversas experiencias en animales. La inyecciôn a ratas de ele- 
vadas dosis de macromoléculas, como la IgG agregada por el calor, provoca su localizaciôn en el me­
sangio, siendo mâxima la captaciôn a las 4 horas de la inyecciôn. Después hay una pérdida de agrega­
dos por el mesangio, coincidiendo con la disminuciôn en sangre, pero a una velocidad mucho menor. 
Al cabo de 72 horas prâcticamente toda la proteina ha desaparecido.
Hay multiples factores que modulan la captaciôn de las macromoléculas por el mesangio, pero 
algunos de ellos han sido bastante estudiados, entre ellos: la concentraciôn sérica de las macromolécu­
las, que a su vez estâ fntimamente relacionada con el sistema mononuclear fagocftico; las caracterfsti­
cas de las macromoléculas (tamafio, tipo, digestibilidad, carga); las caracterfsticas de los capilares glo­
merulares y factores hemodinâmicos. De todos ellos, la concentraciôn en el suero de las macromolé­
culas es una de las variables mâs importantes, al menos en los modelos pasivos de enfermedades por 
ICs (77). Parece ser que la causa principal de que los niveles séricos de IgG agregada, ferritina ô IC, 
sean tan importantes para la captaciôn efectiva por el mesangio, se debe a la competencia que existe 
con el SMF. Asf, si éste se muestra muy activo, la concentraciôn en sangre de la macromolécula serâ 
relativamente baja y como consecuencia, también disminuirâ la cantidad de material que se deposita 
en el mesangio y vice versa (138). Esta relaciôn entre el SMF y el mesangio se pone en evidencia en 
ratas tratadas con hidrocortisona, que como se sabe, suprime la actividad fagocitaria del SMF. En es­
tos animales, la captaciôn mesangial de IgG agregada estâ notable men te aumentada, en parte debido 
a una disminuciôn generalizada de la permeabilidad vascular (71 ), asf como por cambios en la capta­
ciôn esplâcnica (179).
En cuanto a las caracterfsticas de las macromoléculas, el tamafio es un factor muy importan­
te. Asf, las proteinas agregadas se depositan en mayor cantidad que sin agregar. También la digestibi­
lidad relativa de una macromolécula puede jugar un papei importante en su aclaramiento por el me­
sangio. La persistencia proiongada de partfculas, como el carbôn coloidal o de polfmeros de polivi- 
nil alcohol, se debe probablemente a una incapacidad de las células mesangiales y de los fagocitos pa­
ra digerir esos residuos.
El tipo de inmunocomplejo influye én el lugar donde se deposita, como hemos visto anterior­
mente. Los complejos solubles de tamafio intermedio se localizan en el mesangio, mientras que los 
complejos de menor tamafio se depositan en los capilares periféricos. En otros estudios con ICg for­
mados in vivo o administrados pasivamente, se ha visto que el mesangio capta mejor los IC, de gran 
afinidad y de una valencia alta (138).
La influencia de las caracterfsticas de los capilares glomerulares y de los factores hemodinâ­
micos en el depôsito de macromoléculas en el mesangio son muy poco conocidas y por ello no nos 
de tendre mos en ellas. Sin embargo, baste saber que en varios modelos de lesiones capilares glomeru­
lares se ha visto que hay un incremento en la captaciôn de agregados de proteinas, carbôn coloidal y 
ferritina. Igualmente se ha observado un aumento de la captaciôn macromolecular cuando hay una 
obstrucciôn bilateral de los ureteres, mientras que la obstrucciôn unilateral provoca una captaciôn
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menor, sin que se tenga una explicaciôn plausible de la causa de todos estos fenômenos.
Una vez en el mesangio las macromoléculas pueden seguir varios caminos:> ser degradadas por 
fagocitosis, moverse hacia el aparato yuxtaglomerular o volver de nuevo hacia la luz capilar (138). Se 
ha podido de mostrar que el mesangio es capaz de captar y fagocitar activamente toda una serie de 
macromoléculas taies como: suspensiones inorgénicas de diôxido de torio, oro coloidal o carbôn co­
loidal y polisacâridos como peroxidasa, catalasa o ferritina. Sin embargo, se ven muy pocas veces den­
tro de las células mesangiales proteinas agregadas o inmunocomplejos, probablemente porque la cap­
taciôn de partfculas por el mesangio no sea de la misma forma que en el macrôfago o polimorfonu- 
clear (138). En este sentido se ha podido de mostrar en unos interesantes estudios la infiltraciôn glo­
merular de monocitos procedentes de la médula ôsea después de la inyecciôn pasiva de ICg preforma­
dos (188), siendo las ùnicas células que habfan fagocitado lCg. Por tanto, parece claro que la partici- 
pacipaciôn activa del mesangio en la captaciôn de macromoléculas dependerâ de la naturaleza de aque- 
lla, teniendo en todo caso, menor capacidad fagocitaria que el SMF.
Algunas macromoléculas son transportadas desde la periferia del mesangio hasta la rafz del 
glomérulo y de aqui al aparato yuxtaglomerular, a través de los canales de la matriz mesangial. Sin 
embargo y a pesar de la proximidad con el tùbulo distal (92) no hay ninguna evidencia de que haya 
una secreciôn activa de la orina.
Otro mecanismo que podrfan utilizar las macromoléculas una vez depositadas en el mesangio 
serfa la vuelta a la luz capilar. No hay ninguna evidencia morfolôgica que apoye esta hipôtesis, pero 
para que fuera posible tendrfa que haber un equilibrio entre las macromoléculas présentés en la cir­
culaciôn sangufnea y las captadas por el mesangio, estando sometidas a influencias hemodinémicas 
que determinarfan el depôsito en ciertos lugares y no en otros. Cuando los niveles sangufneos de las 
macromoléculas fueran bajos se establecerfa un nuevo equilibrio entre las partfculas depositadas y 
las circulantes, disminuyendo la cantidad depositada. En este sentido la posibilidad de “dispiver” los 
ICg depositados en el mesangio ha sido demostrado recientemente inyectando un exceso de antfgeno 
(128). Por tanto, la interacciôn entre las substancias depositadas y circulantes es un hecho que posi- 
bilita la remociôn del material depositado y potencialmente patogénico.
1.5.3.C. Modelos expérimentales de lesiones mesangiales.
La primera demostraciôn de una enfermedad glomerular causada por ICg formados in situ fue 
realizada mediante la fijaciôn de un antfgeno, IgG humana agregada, al mesangio de un conejo (131). 
Una vez fijado el antfgeno, se transplantaba el riflôn a un conejo normal y se le inyectaba IgG de co­
nejo anti IgG humana, induciéndose una infiamaciôn mesangial por la fijaciôn del complemento e in­
filtraciôn del polimorfonucleares exclusivamente en el rifiôn transplantado. Posteriormente, se ha 
desarrollado un modelo similar utilizando como antfgeno ferritina conjugada con IgG y obviando el 
transplante renal (191). Si se inyectaba el antisuero antiferritina a los 15 dias de la inyecciôn del an­
tfgeno cuando éste ya no estâ présente en la circulaciôn, se observaba el depôsito del antisuero en el 
mensagio glomerular, demostrândose de nuevo la accesibilidad de los antfgenos depositados a anti­
cuerpos circulantes.
Aunque hasta el momento no se ha descrito ninguna enfermedad humana en la cual ocurra 
algo parecido, este modelo puede ser muy interesanté para explicar el desarrollo de enfermedades 
mesangiales agudas. En teorfa cualquier antfgeno puede ser atrapado en el mesangio y después de su 
eliminaciôn de la circulaciôn cuando se desarrolla una respuesta inmunolôgica suficiente, formarse 
ICg in situ y desencadenar todo un proceso infiamatorio. Hay otras situaciones expérimentales aso- 
ciadas con anormalidades histolôgicas del mesangio pero no las discutiremos con detalle por falta de 
espacio. Unicamente nos detendremos en los modelos expérimentales de nefropatfas de IgA desarro- 
llados recientemente.
1.5.3.d. Modelos expérimentales de nefropatia de IgA.
Ri fai y col. (167) demostraron por primera vez que la IgA polimérica era esencial para que
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se desarrollara la nefropatfa con depôsitos mesangiales de IgA en ratones inyectados con IC, formados 
in vivo o in vitro. Aunque la nefritis se producfa con ICg en exceso de antfgeno o de anticuerpo, estos 
ùltimos eran los mâs apropiados para una localizaciôn mesangial.
Isaacs y col. (90), han descrito otro modelo de nefropatfa de IgA en ratones inyectados con 
antfgenos derivados del dextrano. Como es sabido, los polisacâridos provocan una estimulaciôn poli- 
clonal de los linfocitos productores de inmunoglobulinas y secundariamete el depôsito mesangial de 
ICg (164). Algunos de éstos, taies como el dextrano B 1355 derivado de la raza B 1355 de Leuconos- 
toc mesenteroides o el pneumococo tipo III coqjugado con DNP, producen una respuesta de anticuer­
pos del tipo IgA. Haciendo un paralelismo con lo que ocurre tras una infecciôn respiratoria en los pa­
cientes con la enfermedad de Berger (hematurias récidivantes), la estimulaciôn policlonal que supone 
una infecciôn viral o bacteriana puede producir una respuesta preferente de anticuerpos de IgA (ipo- 
limérica? ) contra determinados antfgenos (polisacâridos procedentes de la membrana bacteriana o de 
la câpsula viral) y causar una nefropatfa de IgA.
El tercer modelo se basa en provocar una nefropatfa de IgA secundaria a una cirrosis inducida 
por tetracloruro de carbono (65). Previamente otros autores ya observaron que la ligadura parcial de 
la vena porta producfa un depôsito de IgA en el mesangio glomerular, poniendo de relieve la impor­
tancia del hfgado en el aciaramientode antfgenos provenientes del tracto gastrointestinal y, posible­
mente, de los ICg de IgA que vienen por esa ruta (210).
1.5.È. e. Enfermedades humanas asociadas con alteraciones signiflcativas del mesangio.
La mayorfa de las enfermedades glomerulares estân acompafiadas de anormalidades mesangia­
les (137). Estas son mâs patentes en las enfermedades por ICg inducidas experimentalmente o que 
ocurren naturalmente, con la posible excepciôn de la nefropatfa membranosa pura. Las alteraciones 
mesangiales suelen ser: proliferaciôn, incremento de la matriz mesangial e hialinizaciôn. Ademâs el 
mesangio es un sitio comûn de depôsito de inmunoglobulinas y de factores del complemento en enfer­
medades como lupus eritematoso diseminado, glomeruionefritis post-estreptocôcica, glomerulonefri­
tis membrano proliferativa y otras. En ciertas enfermedades como el sfndrome nefrôtico idiopâtico 
hay una proliferaciôn mesangial de origen desconocido. En la nefropatfa diabética también hay una 
notable expansiôn mesangial. En otras hay depôsitos muy caracterfsticos y persistentes, determina­
dos por inmunofluorescencia, de IgA y en menor grado de otras inmunoglobulinas y factores del com­
plemento. Son la enfermedad de Berger y el sfndrome de Schôniein-Henoch que desarrollaremos en 
el siguiente punto.
En cualquier caso, en la mayorfa de las enfermedades renales, no se conoce cuâl es la patogé- 
nesis de las lesiones y anormalidades observadas en el mesangio y el depôsito de ICg no siempre pro­
duce alteraciones funcionales importantes (50).
1.5.5.f. Necesidad de estudiar los mecanismos de depôsito de los ICg de IgA.
A pesar de la ingente cantidad de trabajos acerca del papei de los ICg y de los mecanismos de 
depôsito en diferentes tejidos, la exposiciôn del punto 1.5 pone en evidencia la carencia casi absolu­
ta de estudios acerca de los inmunocomplejos de IgA. Sin embargo, la enfermedad de Berger arriba 
mencionada représenta el 20—30% de las glomerulonefritis biopsidadàs en nuestro medio y aunque 
hasta ahora era considerada una enfermedad benigna, una buena parte de los enfermos pueden aca- 
bar en insuficiencia renal terminal (50). Por ello no se comprende el desinterés mostrado hasta ahora 
por desarrollar modelos expérimentales y estudiar los mecanismos de depôsito de los ICg de lgA,a no 
ser por el desconocimiento casi absolute del papei de la IgA sérica y su relaciôn con la IgA a nivel de 
las secreciones externas. La mejor comprensiôn de las propiedades biolôgicas de la IgA (ver 1.3) y el 
enorme avance que ha supuesto el conocer los mecanismos de transporte de la IgA polimérica (ver 1.4.), su 
papei como eliminadora de antfgenos a través del hfgado, asf como la idea, cada vez mâs generaliza-
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da, de la existencia en las mucosas externas de un sistema inmunolôgico comûn, integrado a través 
del movimiento de las células y de los anticuerpos, hace cada vez mâs necesario conocer las disfun- 
ciones intrfnsecas o extrfnsecas al sistema,que posibilitan que se produzcan depôsitos anormales de 
ICs de IgA potencialmente patogénicos para el individuo. Para ello hemos seguido un doble aborda- 
je, profundizar en los mecanismos de depôsito de la IgA en los tejidos comparândolo con el manejo 
de agregados de IgG. Por otro lado, comparar la uniôn y catabolismo de agregados de IgA monomé­
rica o polimérica por el SMF y/o hepatocitos aislados con el manejo de las mismas proteinas sin agre­
gar.
1.6. Nefropatfa mesangial de IgA.
Ciertas nefritis humanas como la enfermedad de Berger (9) y el sfndrome de Schôniein-He­
noch (143), se caracterizan por los elevados niveles séricos de IgA y la presencia constante de IgA, 
frecuentemente acompanada de C3 y/o otras inmunoglobulinas, en el mesangio glomerular con un 
patrôn granular. Asf mismo, en pacientes con cirrosis alcohôlica se han encontrado niveles elevados 
de IgA sérica (92) y depôsitos en el mesangio con idéntico patrôn granular ( 10). Todos estos hechos 
sugieren que las très enfermedades pudieran tener algunas caracterfsticas en comûn.
1.6.1. Papei de la IgA en la patogenia de la nefropatia de IgA.
La importancia de la IgA en la patogénesis de las lesiones glomerulares se basô inicialmente 
en la observaciôn de la récidiva de los depôsitos granulares de IgA en los rifiones transplantados a 
pacientes con la enfermedad de Berger o en el sfndrome de Scôniein-Henoch (6 y II). Algunos auto­
res no han encontrado niveles anormales de la IgA sérica en la enfermedad de Berger (122) aunque 
parece ser una caracterfstica muy generalizada (11, 50 y 114). Los pacientes con el sfndrome de 
Schôniein-Henoch o con nefropatfa de IgA secundaria a una cirrosis alcohôlica también tienen con­
centraciones de IgA elevada siendo mayores en los cirrôticos, seguido de la enfermedad de Berger y 
el sfndrome de Schôniein-Henoch.
Aunque la posibilidad de que hubiera una IgA anormal habfa sido sugerido por diversos au­
tores ( 11 y 114), ho se conocfa ningûn estudio detallado de las caracterfsticas bioqufmicas e inmu­
nolôgicas de la IgA sérica y depositada en el mesangio glomerular en la enfermedad de Berger. In- 
vestigaciones realizadas en nuestro laboratorio, sugieren la existencia de elevados niveles séricos de 
IgA polimérica, parcialmente como inmunocomplejos (121). Otros autores han descrito la presen­
cia de un nûmero anormal de linfocitos circulantes portadores de IgA (148), una disminuciôn en la 
actividad de las células T-supresoras especffica para la IgA (173) y un aumento de los linfocitos Ta 
(con receptores para el Fc de la IgA) con actividad cooperadora (172). Nosotros hemos podido con- 
firmar la falta de actividad supresora de los linfocitos T de estos pacientes, aunque no se trata de un 
fenômeno generalizado ya que afecta al 40% de los pacientes (45). Estos datos junto con el aumen­
to observado en la relaciôn 0KT4+ / 0KT8+ (linfocitos T cooperadores / linfocitos T supresoresy 
citotôxicos) (28 y 46), sugieren que el incremento de los linfocitos T cooperadores podrfa ser un 
fenômeno previo a las anormalidades observadas en la actividad de los linfocitos T supresores.
También es posible que la IgA en forma de ICs o de IgA polimérica pueda modular la acti­
vidad de los linfocitos T supresores a la luz de los recientes hallazgos: La IgA polimérica es capaz de 
inducir un aumento de los linfocitos T con fenotipo de células supresoras (80) y la estimulaciôn po­
liclonal in vitro de los linfocitos de pacientes con la enfermedad de Berger no sôlo provoca un au­
mento de la IgA total sino que también aumenta la IgA polimérica (46). Es posible que en los pacien­
tes con esta enfermedad se dé un fenômeno similar tras la estimulaciôn policlonal in vivo (infecciôn 
microbiana).
Tampoco podrfa excluirse totalmente un defecto en el aclaramiento de la IgA polimérica a 
través del hfgado, agravado por la hiperproducciôn de IgA (ver 3 .1 ). Cualquiera que sea el defecto
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primario, la persistencia de la IgA en el mesangio glomerular en biopsias iterativas, incluso al cabo de 
muchos afios, es una caracterfstica de la nefropatfa mesangial de IgA y sin embargo la naturaleza y 
origen de la IgA depositada no estâ totalmente dilucidada.
Debido a que la enfermedad se produce a menudo acompafiada de infecciones del tracto res- 
piratorio o gastrointestinal, parecfa probable que la IgA depositada proviniera de las secreciones ex- 
temas. Sin embargo solamente se ha encontrado de forma ocasional el depôsito de la IgA secreto­
ria (134). Algunos autores han tratado de saber si la IgA depositada en el mesangio glomerular era 
de origen periférico o secretorio estudiando la subclase de IgA (3 y 33). Como ya hemos dicho en
1.2.3. el 90% de la IgA sérica pertenece a la subclase IgAl mientras que en las secreciones externas 
solamente el 50%. Sin embargo la prevalencia de una subclase u otra en un lugar determinado, nada 
nos dice en principio acerca de su origen ni de su tamafio. Ambas subclases pueden formar polfme­
ros de IgA con igual facilidad ya que la IgA secretoria tiene polfmeros de las dos subclases y en la 
misma proporciôn; por otro lado parte de la IgA secretoria tiene un origen sistémico (ver 1.4.) y vi­
ce versa, parte de la IgA polimérica del suero se produce localmente en las células plasmâticas sub­
epiteliales independientemente de la subclase de IgA. Ademâs, los linfocitos periféricos son capaces 
de producir IgA polimérica de las dos subclases (46, 112) y es conocida la capacidad de los linfoci­
tos precursores de la IgA de migrar a través de la sangre, desde el tejido lifoide asociado a los bron- 
quios y al intestino, hasta otros tejidos secretorios alejados de aquellos, taies como las glândulas ma­
marias, salivares o tejidos genito-urinarios (136).
Los resultados obtenidos por nosotros en el suero de estos pacientes (121) y la importan­
cia adquirida por la IgA polimérica en el desarrollo de las glomerulonefritis de IgA, al menos en ra­
tones (167) nos decidiô a investigar si la IgA depositada en el mesangio de los pacientes con la en­
fermedad de Berger o con cirrosis alcohôlica y nefropatfa de IgA, era también polimérica. (Ver re­
sultados en 3.1).
1.6.2. Presencia de inmunocompleios.
El depôsito granular de la IgA en el mesangio en las très enfermedades, sugerfa el depôsito 
de inmunocomplejos (ICs) circulantes. Sin embargo los primeros intentos de encontrar ICs fueron 
infructuosos, tanto en la enfermedad de Berger (40, 180 y 201) como en cl sfndrome de Schôniein- 
Henoch (18). En la cirrosis alcohôlica se habfan detectado ICs de IgG (5, 101, 157, 195 y 220) pe­
ro solamente en dos trabajos tenfan ademâs ICs de IgA (157 y 220).
El desarrollo de técnicas especfficas para la detecciôn de ICs de IgA (99 y 119) ha confir- 
mado su presencia. Nuestro grupo fue uno de los primeros en describir la presencia de ICs de IgA 
en pacientes con la enfermedad de Berger (121), mediante ultracentrifugaciôn en gradiente de sa- 
carosa (5-40% ) a pH 7,4 y pH 2,8. Siguiendo en esta Ifnea hemos desarrollado 4 nuevas técnicas 
para detectar ICs de IgA de diferentes tipos (activadores del complemento o no, de IgA monomé­
rica o polimérica y con actividad de anticuerpo especffico contra antfgenos de origen alimenticio). 
También hemos estudiado el efecto de la difenilhidantofna (droga que inhibe la sfntesis de la IgA) 
sobre los ICs (4.2). Otros autores han demostrado que en la nefropatfa de IgA hay ICs de IgA por 
diversas técnicas (183 y 220) y en congresos recientes se han presentado varias comunicaciones al 
respecto (34, 41, 75, 89 y 204). En ninguna de ellas se establecfa claramente la importancia real 
de ese hallazgo, aunque en una de ellas (204) habfa una buena correlaciôn con el estado clfnico de 
los pacientes, encontrando Kh de forma intermitente coincidiendo con la apariciôn de microhema­
turia.
1.6.3. Factores de riesgo.
La enfermedad de Berger es la enfermedad glomerular mâs frecuente en nuestro medio (20- 
30% de las glomerulonefritis biopsiadas). Aunque hasta hace poco tiempo era considerada una en-
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fermedad benigna, estudios mas cuidadosos sobre los rifiones terminales, antes diagnosticados de ne- 
froesclerosis o pielonefritis, ban mostrado que muchos de estos casos al estudiarios por inmunofluo- 
rescencia, eran verdaderas glomerulonefritis mesangiales de IgA.
La alta frecuencia de esta glomerulonefritis en los pai'ses latinos, Australia y Japon, en con­
traste con una menor prevalencia en Estados Unidos e Inglaterra (50), sugiere que puede haber fac­
tores geograficos o genéticos relacionados con la enfermedad. Por otro lado también se ha observa­
do en los familiares de pacientes un aumento de linfocitos portadores de IgA (174). Nosotros hemos 
observado que los familiares de estos enfermos tienen elevados los niveles de IgA polimérica en mu­
chas ocasiones (datos no publicados).
Estudios recientes de los antfgenos del sistema de antfgenos del HLA, han mostrado un au­
mento de la frecuencia del antfgeno HLA-Bw35 (13 y 146), pero otros autores no han confirmado 
estos hallazgos (48 y 50). Para algunos, la presencia del antfgeno BW35 constituye un factor de 
riesgo para el desarrollo de la insuficiencia renal e incluso han encontrado relaciôn con el grado de 
esclerosis glomerular ( 156) o con la presencia de inmunocomplejos ( 135).
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2. OBJETIVOS.
La nefropatfa de IgA (o glomerulonefritis mesangial IgA) descrita por Berger en Francia en 
1969, se caracteriza por la existencia de depôsitos granulares en el mesangio, frecuentemente acom- 
paflados de C3 y/o otras inmunoglobulinas. Clfnicamente suele asociarse a hematurias macroscôpi- 
cas récidivantes, en la mayorfa de los casos (a veces sôlo alteraciones asintomâticas de la orina) con 
una lenta evoluciôn hacia la insuficiencia renal. El sfndrome de Schôniein-Henoch se caracteriza 
por presentar depôsitos de IgA en el mesangio en un alto porcentaje de casos acompafiados de otros 
sfntomas como purpura, artritis y dolores abdominales. En los ùltimos afios se ha descrito que mâs 
del 60% de los pacientes con cirrosis alcohôlica presentan en el glomérulo renal depôsitos de IgA de 
manera granular indistinguibles de las dos entidades antes comentadas.
En la présenté Tesis se ha pretendido profundizar en los aspectos inmunolôgicos que inter- 
vienen en la patogenia de la nefropatü de IgA.
2.1. En las très enfermedades existen frecuentemente niveles séricos elevados de IgA por lo 
que se piensa que podrfan estar patogênicamoite relacionadas. En nuestro laboratorio se describiô 
por primera vez en la literatura la existencia de niveles elevados de IgA polimérica en la mayorfa de 
los pacientes con la enfermedad de Berger (121).
El primer objetivo ha sido el de tratar de demostrar que en el sfndrome de Schôniein-He­
noch y en la nefropatfa de IgA secundaria a la cirrosis alcohôlica hay un aumento de la IgA polimé­
rica sérica al igual que en la enfermedad de Berger. Por otro lado averiguar si parte de la IgA deposi­
tada en el mesangio de los pacientes de las très enfermedades es polimérica, lo que reforzarfa la idea 
de que son entidades muy relacionadas y con una patogénesis comûn (ver resultados en secciôn
4.1.).
2.2. Mudias de las caracterfsticas clfnicas e inmunopatolôgicas arriba apuntadas sugieren el 
depôsito glomerular de inmunocomplejos de IgA. Sin embargo la mayorfa de las técnicas utilizadas 
hasta ahora han fracasado en detectar inmunocomplejos circulantes debido a que no se han utiliza­
do técnicas especfficas para la clase IgA. Por otro lado los inmunocomplejos circulantes tienen un 
papei controvertido.
El segundo obfetlvo ha sido el de investigar si los pacientes con la nefropatfa de IgA 
tienen inmunocomplejos en la circulaciôn, a qué clase pertenecen (IgG ô IgA) y qué relaciôn tienen 
con las manifestaciones clfnicas, anaifticas (elevaciôn de la IgA sérica total y polimérica, microhe­
maturia y proteinuria) y evolutivas de la enfermedad. Se han estudiado por cuatro métodos capa­
ces de detectar inmunocomplejos de IgA con caracterfsticas inmunoqufmicas y biolôgicas diferen­
tes. También se ha estimulado antigénicamente (dieta hiperproteica) a un grupo de pacientes y 
contrôles con el fin de saber si existe un defecto en cl aclaramiento de inmunocomplejos por parte 
del hfgado, dado su papei central en la eliminaciôn de inmunocomplejos de IgA polimérica (hepa­
tocitos) ô de IgG (células de Kupffer). Por ûltimo se ha estudiado el efecto de la difenilhidantof­
na, droga que inhibe selectivamente la sfntesis de IgA, sobre los inmunocomplejos en la enferme­
dad de Berger, (ver resultados en 4.2 ).
2.3. La mayorfa de nuestro conocimiento de las propiedades biolôgicas o efectoras de 
las inmunoglobulinas en realidad corresponden a la clase IgG 6 IgM. Se crefa que la IgA sôlo te- 
nfa un papei en las secreciones externas por ser la inmunoglobulina prédominante. Sin embargo 
recientemente se ha visto que la IgA sérica, fundamentalmente polimérica, tiene un papei mo- 
dulador de los efectos biolôgicos de las otras inmunoglobulinas, propiedades antiinflamatorias 
directas como la inhibiciôn de la quimiotaxis y el poder bactericida de polimorfonucleares. Por 
el contrario se ha demostrado que estimula la liberaciôn de enzimas lisosômicos y aumenta si- 
nergfsticamente la actividad citotôxica dependiente de anticuerpos. No es posible todavfa saber
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cômo el aumento de la IgA polimérica (en forma de inmunocomplejos o no) influye en las très enfer­
medades antes mencionadas.
Por ello, el tercer objetivo ha sido el estudiar el efecto del suero y de la IgA sérica en los pa­
cientes con la enfermedad de Berger sobre algunas funciones de los polimorfonucleares como la qui­
miotaxis o movimiento dirigido y la fagocitosis (ver resultados en secciôn 4.3.).
2.4. Se cree que los inmunocomplejos circulantes pueden causar glomerulonefritis en los 
animales y en el hombre dependiendo de su composiciôn y tamafio, asf como de otros factores co­
mo aumento de la vasopermeabilidad, capacidad de activar el complemento y disminuciôn de la ac­
tividad fagocitaria del sistema mononuclear fagocftico. Algunos autores han sugerido otros mecanis­
mos de depôsito glomerular como son la formaciôn in situ de inmunocomplejos, el papei de la carga 
de la membrana basai glomerular, la importancia del antfgeno, y de los carbohidratos de las inmuno­
globulinas. Sin embargo la mayorfa de los trabajos realizados se han basado en el estudio de inmuno­
complejos o agregados de IgG o IgM. Poco se conoce acerca del manejo de los inmunocomplejos de 
IgA por el sistema mononuclear fagocftico.
El cuarto objetivo ha sido el estudiar los mecanismos de depôsito de la IgA en el mesangio 
glomerular, subdividiéndolo en dos apartados: por un lado comparar el manejo por el sistema mono­
nuclear fagocftico de agregados de IgA (équivalentes en muchos aspectos a verdaderos inmunocom­
plejos) con el manejo de agregados de IgG. Por otro lado estudiar los mecanismos de uniôn y catabo­
lismo de los agregados de IgA polimérica por el sistema mononuclear fagocftico y por hepatocitos 
aislados comparândolos con agregados del mismo tamafio de IgA monomérica y ambas protefnas 
sin agregar (resultados en 4.4.).





3.1.1. Inmunodifusiôn doble dimensional
Se utiiizô el método de Ouchertlony (154) con plaças de agar (Difco-Bacto Agar Noble) al 
1% en PB S. En cada plaça se hicieron unos pocillos enfrentados de forma que el antfgeno y el anti­
cuerpo depositados en ellos pudieron migrar uno hacia el otro y formar una Ifnea o banda de preci­
pitaciôn cuando alcanzaron el punto de equivalencia. Para ello se incubaron 18 h. a temperatura 
ambiente 6 3 h. a 37° C en una câmara hûmeda.
3.1.2. Inmunodifusiôn radial.
Se utiiizô el método de Mancini y col. (127) con plaças comerciales (Kallestad, USA) que 
ya tenfan incorporado el antisuero. Se construyô una curva de calibrado con concentraciones co­
nocidas del antfgeno, utilizando ai menos très pocillos. El resto se llenô con 2,5 pl. de soluciones 
de antfgeno de concentraciones desconocidas. Se dejô la plaça en una câmara hûmeda 18 ± 1/2 
horas y se determinô el diâmetrp de cada anillo con una lupa dotada de una escala micrométrica. 
Como la concentraciôn del antfgeno estâ relacionada con el diâmetro del anillo de precipitaciôn, 
se representô grâficamente el diâmetro obtenido frente al logaritmo de la concentraciôn del antf­
geno de las soluciones standard. Los puntos se gjustaron a una recta y se obtuvo la concentraciôn 
de las muestras desconocidas mediante esta curva de calibrado.
3.1.3. Inmunoelectrbforèsis.
Se realizô por el método de Grabar y Williams (67) utilizando plaças ( I l  x 15 cm.) de gel 
de agarosa al 1,5% en soluciôn tampôn veronal 0,035 M, pH 8,6 (Kallestad). En cada pocillo se 
pusieron 3 pl. de la muestra a identificar altemando con un suero humano normal que servfa de 
referenda. A este suero se le afladiô una gota de azul de Coomassie para ver migrar la albûmina.
Se corrieron las muestras en una cube ta de electroforesis, que ten fa un litro de tampôn veronal 
0,05 M pH 8,6, durante una hora t  30 min. a una intensidad de 100 voltios (6 V/cm ). Transcu- 
rrido ese tiempo se pusieron 100 pl. de diferentes anticuerpos especfficos en las seis trincheras 
disponibles y se incubaron durante 18 t  3 h. en una superficie plana, a temperatura ambiente y 
en una atmôsfera saturada de humedad. Después se observaroh los arcos de precipitaciôn y se pro- 
cediô a la tindôn. Para ello, las plaças se lavaron con soluciôn salina 0,15 M pH 7,3 (dos o très ve­
ces durante 24-48 horas) para eliminar las protefnas no precipitadas. Se trasiadaron a un recipien- 
te con agua destilada y se agitaron durante 4-6- h. para eliminar el GNa del gel. Se dejaron secar a 
temperatura ambiente hasta obtener una fina pelfcula de agarosa y se tifiieron cubriéndolas con 
una soluciôn de azul-brillante de Coomassie al 0,5% durante un par de minutos. Después se de- 
coloraron con una soluciôn de etanol al 95%, âcido acético al 5 % durante 30-60 min., hasta 
que sôlo quedaron teflidas las bandas de precipitaciôn.
3.1.4. Marcaje de proteinas.
3.1.4.a. Método de la Cloramina-T.
Se utiiizô el método de Hunter y Greenwood, (86), para obtener actividades especfficas 
muy altas (para el RIA) y las modificaciones de McConahey y Dixon (132) para pruebas biolôgi­
cas en las que se necesitaron actividades especfficas mâs biyas y con un mfnimo de desnaturalizaciôa
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En el primero de los casos, 50-100 pg. de proteinas (en un volumen de 25-50 pl. de tampon 
fosfatos 0,05 M pH 7,3) se incubaron con 1 mCi de " ' I  (en 20pl. de tampon fosfatos 0,5 M pH 7,3) 
y 100 pg. de cloramina T ( 1 mg./ml.) durante 40 segundos a temperatura ambiente, y 1 min. a 4°C.
La reacciôn se parô afiadiendo la misma cantidad de metabisulfito sôdico y un exceso de IK (200 pl. 
de IK lM)con BSA al 1%. La muestra se dializô o se pasô por una columna de Sephadex G-25 equili- 
brada con PBS y BSA al 0,5%.
En el 2° caso, se aumentô la cantidad de protefna a marcar o bien se aumentô el volumen has- 
ta 1 ml. Las demâs condiciones eran idénticas.
3.1.4. b. Método delà lactoperoxidasa.
Se utilizô glucosa oxidasa conw generador de H, O ,. La lactoperoxidasa en presencia de Hj O, 
cataliza la sustituciôn del ioduro ('**1 ) por iones hidrôgeno en los grupos fenôlicos de la tiroxina 
(84 y 85). Se usaron de 50 pg. a 1 mg. de protefna en un volumen de 100-1000 pl. (dependiendo de 
la actividad especffica deseada) de tampon fosfatos 0,05 M pH 7,3, sin ningûn tipo de preservativo 
para evitar la inhibiciôn de la reacciôn enzimâtica. Esta cantidad se incubô con 50 pl. de un gel de 
poliacrilanida que teni'a incorporada previamente la lactoperoxidasa y la glucosa oxidasa (Enzymo- 
bead, BioRad, USA), 1 mg. de INa en 20 pl. de tampon fosfatos 0,5 M pH 7,3 y 150pl. de gluco­
sa al 2% (3 mg ), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubaciôn, 
se centrifugé a 3.000 r.p.m., 10 min. y el sobrenadante se aplicô a una columna de Sephadex G-25 
equilibrado con PBS pH 7,3 y BSA al 0,5%. Alfcuotas de 10 pl. de las fracciones obtenidas se midie- 
ron en un contador y y aquellas fracciones en las que se obtuvo mas del 90% de las cpm en el preci- 
pitado (después de la precipitaciôn con TCA al 10% ) se guardaron a 4“ C hasta su uso.
3.1.5. Reducciôn y alquilaciôn.
Se utilizô como reductor 1,4 ditiotreitol 0,01 M en tampôn Tris 0,6 M-EDTA 0,00 IM, 
pH 8,1 y se incubô con la soluciôn protefca (10-20 mg./ml.), durante 1 hora a temperatura am­
biente. La alquilaciôn se realizô abadiendo iodoacetamida (0,025 M final) en el mismo tampôn e 
incubando 15 min. a 4° C. (69).
3.2. Aislamiento de pro te f nas.
3.2.1. Aislamiento de IgA humana polimérica y  monomérica.
Sueros de mielona de IgA (158) con concentraciones elevadas de IgA monomérica y poli­
mérica se diluyeron 1/2 con PBS y fueron precipitados con (NH^ ), SO4 al 50% (P/V). Las pro­
teinas precipitadas (fracciôn 7-globulinica) se centrifugaron, redisolvieron y dializaron frente a 
tampôn fosfatos 0,015 M pH 7,5. La soluciôn protefca se cromatografîô en una columna de ce- 
lulosa DEAE (DE-52, Whatman) equilibrada en el mismo tampôn. La mayor parte de la protefna 
que no se uniô a la matriz cargada pertenecfa a la clase IgG. La IgA monomérica se eluyô con 
tampôn fosfatos 0,05 M pH 7,0 y la IgA polimérica median te un gradiente de molaridad desde 
fosfatos 0,05M pH 7,0 hasta NaCl 0,2 M en fosfatos 0,05 M pH 7,5. La IgA monomérica y poli­
mérica eluidas se dializaron frente a PBS, se concentraron, y se cromatografiaron en una columna 
(2,6 X 70 cm., Pharmacia) de Ultrogel AcA 34 y a AcA 22 respectivamente (LKB Instruments 
Ltd., Browmma, Suecia). Las dos preparaciones purificadas se concentraron a 10 mg./ml. y se 
analizaron por inmunoelectroforesis. El peso molecular se estimô median te filtraciôn en gel con 
una columna K 26/70 de Ultrogel AcA 22 previamente calibrada con los marcadores siguientes: 
azul dextrano (Vo), tiroglobulina (669.000 D), ferritina (440.000 D), catalasa (200.000 D), IgG 
(150.000 D).
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3.2.2. Aislamiento de IgMhumana.
La IgM de un suero de mieloma de IgM se se parô del resto de las proteinas séricas median te 
diélisis frente a agua destilada. El precipitado euglobullnico se diluyô en PBS y se sometiô a filtra­
ciôn en gel con una columna K 26/70 de Ultrogel AcA 22; equilibrada con PBS. Las fracciones 
donde eluyô la IgM se identificaron por inmunodifusiôn doble frente a un antisuero anti-cadenas p 
monoespecffico. Las fracciones de IgM se concentraron bajo presiôn negativa y se analizô su pureza 
median te inmunoelectroforesis a una concentraciôn de 10 mg./ml.
3.2.3. Aislamiento de IgG de conefo y  de IgG humana.
Se utilizô el método de Reif (165). La IgG de conejo se obtuvo de un suero de conejo nor­
mal, se precipitô con (NH^), SO4 al 50% pH 7,4, se dializô frente a tampôn fosfatos 0,01 M pH 
7,5 y se sometiô a una cromatograffa de intercambio aniônico utilizando una columna de DEAE 
celulosa (DE-52 Whatman) equilibrada con tampôn fosfatos 0,01 M pH 7,5. (5 g. de DE-52 por cada 
ml. de suero).
En el caso de la IgG humana el tampôn utilizado fue fosfatos 0,01 M pH 8,0. La pureza de la 
IgG se comprobô por inmunodifusiôn doble dimensional y electroforesis a la concentraciôn de 10 
mg./ml.
3.2.4. Aislamiento del componente secretorio (SC).
Se utilizô el método de Underdown y col (202).
3.2.4.0. Formaciôn de un Inmunoadsorbente de IgM-Sepharosa.
La IgM,se dializô frente al tampôn de uniôn (carbonato /  bicarbonate 0,1 M NaCl 0,5 M pH 
8,5) y se utilizô a la concentraciôn de 10-15 mg./ml. de gel. La Sepharosa 4B activada con BrCN, 
(Pharmacia) se hidratô y lavô con H (211 mM (200 ml./g ). Después se lavô exhaustivamente con el 
tampôn de uniôn y se incubô con la Ig M durante 2 h. a temperatura ambiente. Los posibles grupos 
activos libres, fueron inactivados con una incubaciôn con etanolamina 1 M pH 8,0 durante 2-3 h. 
a temperatura ambiente y la protefna unida no covalentemente se eluyô mediante lavados sucesivos 
con tampôn borato 0,1 M -  NaQ 0,5 M pH 8,0 y acetato 0,1 M -  NaQ 0,5 M pH 4,0. Finalmente 
la IgM-Sepharosa se resuspendiô en PBS con azida el 0,05% y guardô a 4° C hasta su uso. El 90- 
95% de la IgM se uniô a la Sepharosa.
3.2.4. b. A islamlento del SC libre.
Las proteinas del calostro humano (3-8 dias después del parto) se obtuvieron por centrifu- 
gaciôn a 48.000 g durante 1 h. a 4° C. La capa de grasas solidificada quedô en la parte de arriba, se 
quitô suavemente para decantar la fase intermedia donde se encontraban las protefnas no precipita­
das. Se diluyô la fracciôn protefca del calostro al 1/9 con tampôn citrato 0,01 M pH 6,8 contenien- 
do Fe (NH4 ) 2 SO4 (0,25 mg./ml. de calostro diluido). Se agitô durante 2 h. a 4“ C, después se afla- 
dfa IgM-Sapharosa (6-16 mg. IgM por cada ml. de calostro sin diluir) y se agitô de nuevo la mezcla 
durante 3 h. a 4° C. Esta se empaqueté en una columna de cromatograffa y después de la eluciôn 
de la protefna no adsorbida, la IgM-Sapharosa se lavô con PBS hasta que la absorbancia a 280 mn 
era menor a 0,02. La protefna adsorbida se eluyô con KSC2N 1 M tampôn fosfatos 0,01 M, pH 7,0. 
Después de la diélisis y concentraciôn, la protefna eluida contenfa SC libre, lactoferrina y IgA se- 
cretoria y otras protefnas no identificadas por lEF. El eluido se aplicô a una columna de Ultro­
gel AcA 22 o AcA 34 equilibrada con PBS a 4° C. Eluyeron dos picos, el segundo contenfa el SC
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libre ligeramente contaminado (2-3%) con lactoferrina. En algunos casos el 2° pico se pasô por un 
inmunoadsorbente de antilactoferrina-Sepharosa.
3.3. Metodologia utilizada para el estudio de los pesos moleculares de la IgA sérica o depositada en 
el mesangio glomerular.
3.3.1. Ultracentrifugaciùn en gradiente de sacarosa.
El gradiente (5-40% peso/volumen) se realizô mediante un formador de gradientes (Isco, 
USA) en tubos de nitrato de celulosa de 5 ml. de volumen (Beckman). La sacarosa se disolviô en 
tampôn Tris H Cl. 0,15 M pH 7,4 o en glicina - HCl 0,15 M pH 2,8. Se aplicaron alfcuotas de 500 
al .  del eluido renal (ver 3.3.6.) o 5 0  al- de suero diluido 1/10. Se centrifugaron a 170.000 g. du­
rante 16 h. a 4° C en una ultracentrifuga Spinco L-2 de Beckman con un rotor SW-50.1. Se utili- 
zaron como marcadores IgM (coeficiente de sedimentaciôn: 19 S), IgG (7 S) y albûmina sérica bo- 
vina (BSA 4,5 S). Se recogieron fracciones de 200 pl. a partir del final del tubo. Las fracciones que 
estaban en glicina - HCl pH 2,8 se neutralizaron inmediatamente a pH 7,4 afladiendo 30pl. de 
Tris 0,2 M. A cada fracciôn se le afladieron 1,5 ml. de tampôn borato salino 0,15 M pH 8,0 y se leyô 
en un espectrofotômetro a 280 nm de longitud de onda. En cada fracciôn la concentraciôn de IgA 
se midiô por radioinmunoensayo (ver 3.3.2.). La concentraciôn de IgA (en ng./ml.) de cada fracciôn 
se representô grâficamente en papel milimetrado frente al n° de fracciôn. La superficie total y las 
zonas entre 5-9 S, 9-13 S, 13-17 S y 17-21 S, determinadas por la posiciôn de los marcadores, se 
calcularon por planimetrfa. Las areas se expresaron como el porcentaje respecto al area total.
3.3.2. Cuantificaciôn de la IgA por radioinmunoanàlisis (RIA).
Se realizô mediante un RIA de doble anticuerpo (121 ). Se utilizô como primer anticuerpo 
un antisuero de conejo especîfico contra cadenas alfa humanas, a la diluciôn que uniô aproximada- 
mente el 50% del antigeno marcado con ’** I ( " '  I-IgA). Se incubaron durante 2 horas 100 pl. de las 
fracciones del gradiente con 100 pl. del primer anticuerpo, después se afiadieron 100 pl. de I-IgA 
y suero de conejo normal y se incubaron otras 2 h. a temperatura ambiente. El complejo I-IgA- 
anti IgA se precipitô con 100 pl. de un suero de cordero anti-IgG de conejo (en equivalencia respec­
to a la IgG de conejo) incubando durante 16 h. a 4° C. Después se centrifugaron las muestras a
3.000 rpm durante 10 minutos, se decantaron, se lavaron dos veces con 0,15 M BBS-BSA 0,2% 
pH 8,0 y se midiô la radioactividad de los tubos en un contador y .  Se construyô una curva de inhi­
biciôn standard con concentraciones conocidas de IgA no marcada. Las condiciones del anàlisis per- 
mitieron detectar concentraciones de IgA entre 8,5 y 200 ng./ml.
3.3.3. Têcnicas auxiliares del RIA.
3.3.3.O. Obtenciôn de suero de cordero anti-IgG de conejo.
El protocolo de hiperinmunizaciôn fue el siguiente. IgG de conejo aislada y purificada (se- 
gûn 3.2.3.) a la concentraciôn de 1 mg./ml., se agregô por el calor a 69° C durante 60 minutos. A 
2 mg. de IgG agregada (A-IgG) se le ailadiô un volumen idéntico de adyuvante completo de Freund 
y se inyectô i.m. al cordero. A las 7 semanas se inyectô i.p. 10 mg. de A-IgG y al di'a siguiente 
2 mg. i.v. en 10 ml. de salino. Al inicio de la 8® semana se sacô una pequefla muestra para ver el t(- 
tulo del antisuero y cuando alcanzô el mâximo, se sacaron 500 ml. de sangre y se dejaron coagular 
durante 2 h. a temperatura ambiente. Se centrifugô a 3.000 rpm durante 15 min. Se obtuvo el 
suero que se guardô en alfcuotas a -20° C con azida al 0,05% hasta su uso.
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3.3.3. b. Valoraclôn del 2. °  anticuerpo.
Para valorar el 2° anticuerpo, se hizo primero una curva de precipitaciôn cuantitativa con una 
concentraciôn f%ja del antisuero y diluciones crecientes del suero de conejo no inmune utilizado como 
portador. Una vez determinado el punto de equivalencia fue necesario investigar la potencia del anti­
suero. Para ello se hicieron diluciones seriadas del antfgeno y del antisuero manteniendo la misma re- 
laciôn molar entre ellos. Se midiô por espectrofotometrfa la concentraciôn proteica del precipitado y 
se escogiô la diluciôn anterior al inicio de la disminuciôn de la densidad ôptica. De la misma forma 
se determinô la diluciôn màxima capaz de precipitar el 100% del anticuerpo unido al antigeno.
3.3.3. c. Valoraciôn del an ticuerpo.
La definimos arbitrariamente, con el fin de poder comparer entre diferentes antisueros, como 
la diluciôn de anticuerpo requerida para unir el 50% del antfgeno para una concentraciôn fija de éste. 
Para calcularlo se hicieron diluciones seriadas del l^r anticuerpo (en este caso suero de conejo anti­
cadenas alfa humanas) para una concentraciôn ffja del antfgeno (IgA) marcado con 1. Se incubô a 
temperatura ambiente hasta alcanzar el equilibrio (aproximadamente 2 h.) y después se se parô el 
complejo Ag—Ac del Ag libre precipitando con un 2® anticuerpo previamente valorado afladiendo 
(con el 1^'’ anticuerpo) suero de conejo normal como portador. (Siempre utilizamos como volumen 
final 0,4 ml). Se dejô incubar 16 h. a 4*C y se centrifugaba a 3000 rpm. 15 min., lavando dos veces 
con BBS 0,15 M pHB,0 con BSA 0,2%. Las diluciones del antisuero y el Ag se realizan con este mis­
mo tampôn.
3.3.3.d. Afinidaddel anticuerpo.
Se midiô para ver indirectamente la sensibilidad potencial del RIA. La afinidad de un anti­
cuerpo se define como la suma de las fuerzas no covalentes atractivas y repulsivas, résultantes de la 
interacciôn del sitio de uniôn del anticuerpo y el correspondiente déterminante antigénico en el equi­
librio. Una forma de determinar la afinidad del primer anticuerpo es la de obtener el tftulo del mismo, 
con concentraciones proporcionalmente decrecientes del Ag. La diluciôn del antisuero a la que se une 
el 50% del Ag debe ser inversamente proporcional a la concentraciôn del Ag. Grâficamente en una es- 
cala logarftmica habrfa una correiaciôn lineal con la concentraciôn del antfgeno. La pendiente de la 
recta es una medida de la afinidad del anticuerpo, y cuanto mayor sea ésta, la concentraciôn del Ag 
puede ser disminuida sin afectar a la eficiencia de la uniôn.
3.3.3.e. Construcciôn de la curva standard.
Se construyô ffjando la concentraciôn del Ag dentro del limite de sensibilidad del 1^ *' anti­
cuerpo (generalmente alrededor del 50% de la uniôn) y cambiando las concentraciones del Ag no mar­
cado. Grâficamente se expresô en coordenadas semilogarftmicas, las cpm de Ag marcadas en funciôn 
de la concentraciôn de Ag frfo. Como esta funciôn es inversamente proporcional a la concentraciôn, 
y de carâcter exponencial, al expresario en papel semilogarftmico obtendremos una recta.
3.3.4. Afinidad por el componente secretorio del suero y  los eluidos renales.
El componente secretorio libre (SC) fue aislado segûn la técnica de Underdown y col (202) 
(ver 3.2.4.). La medida de la afinidad del SC por la IgA polimérica en el suero o en los eluidos se ba­
sé en el método de Brandtzaeg (20) modificado parcialmente por nosotros. Para quitar la IgM, que 
también tiene afinidad por el SC, las muestras se incubaron previamente con un inmunoadsorbente 
formado por un suero anti—IgM humana unido a una matriz insoluble de agarosa (Sepharosa 4B
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Pharmacia, Uppsala, Suecia) en exceso  de anticuerpo. Después de dos horas de incubaciôn, se centri­
fugaron a 100 g, durante 10 m inutos y el sobrenadante se incubô durante dos horas con I—SC 
(m arcado por el m étod o de la lactoperoxidasa), con una actividad especffica  de 0 ,5 - 1  m ci/m g. La 
relaciôn molar SC: IgA era m ayor que 1:7,5. Para obtener estas cond icion es en las que un pequeflo  
increm ento de IgA polim érica pod ia  ser d etectad o , se construyô previam ente una curva estandar 
con cantidades crecientes de la fracciôn 9 —13S de un suero hum ano norm al sin IgM frente a una 
cantidad fija de I -S C . El com plejo  1 -S C -I g A  era separado del I -S C  libre m ediante filtra­
ciôn en gel o  ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa (ver 3 .3 .1 ) .
3.3.5. Detecciôn de la IgA polimérica depositada en el mesangio glomerular.
Las biopsias renales eran congeladas en nitrôgeno Ifquido y guardadas a —70°C  hasta el m o- 
m ento de utilizarlas. Secciones de 3 micras eran cortadas en un criostato y después de depositarlas 
en un porta objetos, eran tefSidas con antisueros com erciales anti IgG, IgA, IgM, C3 y  C 4, fibrinôge- 
no y albûm ina humanas (M eloy Laboratorios, Sprinfield , Virginia). La m onoespecificidad de los an­
tisueros fue confirm ada por inm unoelectroforesis. Suero de conejo  a n t i-S C  (conjugado con fluores- 
cefna) fue ob ten id o  de D akopatts (Dinam arca). La pureza y especificidad del reactivo se determ inô  
de la siguiente forma: m ediante inm unoelectroforesis y inm unodifusiôn doble no d io  reacciôn de 
precipitaciôn contra SHN, IgA IgG, y  cadenas ligeras K y X, pero si reaccionô con SC libre aislado y  
con calostro hum ano. El antisuero fue todavia purificado pasando por una colum na de Sepharosa 
4B  conjugada con IgA hum ana, IgG y cadenas K y  X. El antisuero résultante sô lo  dio una Ifnea de 
precipitaciôn con el SC libre.
Para ver si habia IgA polim érica depositada en el m esangio glom erular, cortes de riflôn eran 
incubados con  SC purificado en una càmara hûm eda a temperatura am biente. Se utilizaron varias 
concentraciones de SC (1 0 —5 0 0 |ig /m l)  y  diferentes period os de incubaciôn hasta determinar las 
condiciones ôptim as. Después de e sto , todos los experim entos se hicieron con 1 5 0 |ig /m l de SC y 
30  min. de incubaciôn. Una vez lavados, los cortes eran incubados con el antisuero anti—SC mar- 
cando con fluoresceina (a una diluciôn 1 /15  con salino) durante otros 3 0  min. Se utilizaron com o  
contrôles pacientes con otras refropatlas, con o  sin depôsitos de IgA, y  secciones de rifiones huma- 
nos normales. C om o control positivo, se u tilizô un grupo de pacientes con depôsitos difusos de IgM.
3.3.6. Eluciôn de las inmunoglobulinas depositadas en el rlHôn.
Se utilizaron rifiones de autopsias bêchas 10 horas después de la m uerte de pacientes con una 
enferm edad alcohôlica hepàtica manifiesta. En los seis casos estudiados habfa depôsitos de IgA en el 
mesangio glom erular detectados por inm unofiuorescencia (algunos ten fan tam bién depôsitos de IgG 
y /o  C3 pero nunca IgM).
La corteza renal se separô de la m édula, se pesô en una balanza de precisiôn, hom ogeneizô  
con un hom ogeneizador de aspas y lavô varias veces con salino tam ponado (PBS) pH 7 ,4 , hasta que 
el sobrenadante tenfa una densidad ôptica  m enor que 0 ,0 2  a 2 8 0  nm  de longitud de onda. El sedi- 
m ento que contenfa  la côrteza se m ezclô con Glicina-HCl pH 2,8  (1 :1 0  v /v ) y se incubô durante una 
hora a 4°C  con agitaciôn constante. D espués de una centrifugaciôn a 2 0 0 0  g durante 15 m in, e l so­
brenadante se neutralizô con NaOH 0,5M  y después dializô contra PBS durante una noche. Los pre­
cipitados que se formaron durante este perfodo se elim inaron por centrifugaciôn y el sobrenadan­
te era concentrado a 1 ô 2 volùm enes m ediante presiôn negativa. La concentraciôn total de proteinas 
se midiô por el m étod o de Lowry (1 2 3 ) . La presencia de inm unoglobulinas en el eluido concentrado  
se d etectô  por inm unodifusiôn, inm unoelectroforesis y inm unodifusiôn dob le. La fracciôn 
7 —globulfnica del e lu ido se obtenfa por precipitaciôn con (NH4 )j SO4 al 50% (P /V ) 
pH 7,4. D espués, las muestras se dializaron y guardaron en alicuotas a — 20°C  hasta su uso. Como  
control se u tilizô , de igual form a, un riflôn de autopsia de un paciente con cirrosis hepética pero sin
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depôsitos de inmunoglobulinas en el glomérulo.
3.4. Métodos para la detecciôn de inmunocomplejos.
Se han desarrollado muchos métodos para detectar inmunocomplejos en la circulaciôn. La 
mayorfa de las veces no se conoce el antfgeno que forma parte de los ICs, por lo que casi todos los 
métodos que se han desarrollado se basan en distinguir el anticuerpo en forma de complejo del anti­
cuerpo libre. Los métodos basados en las propiedades fisicoqufmicas tratan de detectar cambios en 
el tamafio (por ultracentrifugaciôn o flltracito en gel), solubilidad (precipitaciôn con PEG) o carga 
del anticuerpo. En los métodos que dependen de las propiedades biolôgicas se utilizan reactivos que 
unen el anticuerpo eh forma de complejo pero no en forma libre, ya sea a través de la porciôn Fc 
del anticuerpo o de algunos componentes del complemento. Los reactivos mâs usados son: Clq, fac­
tor reumatoide (anti-inmunoglobulina), anticuerpos anti-inmunoglobulinas de baja afinidad y con- 
glutinina. Otros métodos utilizan células: plaquetas, granulocitos, macrôfagos, eritrocitos, linfocitos 
B, linfocitos K y células linfoides (células R^’i) (193), (ver tabla V).
Como cada técnica détecta inmunocomplejos con diferentes propieades fisicoqufmicas y bio­
lôgicas es importante utilizar mâs de una técnica cuando se sospecha que puedan tener un papel pa- 
togénico. Es necesario ademâs oorrelacionar la presencia, tamafio y composiciôn de los ICs con los 
datos clfnicos, histolôgicos y analfticos de los nacientes.
Nosotros hemos utilizado varias têcnicas para detectar ICs de IgA: en la primera, mediante 
ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa a pH 7,4 y pH 2,8 y RIA de IgA en cada una de las frac- 
ciohes (ver 3.3.1. y 3.3.2.) es posibk separar ffsicamente los ICs de las Igs libres. La segunda técnica 
se basa en la propiedad de las células Riji de tener receptores para los factores C3, Cab, Cad y Cl 2 
del complemento. Los ICs circulantes de IgA o IgG que hayan activado el complemento por la vfa 
clâsica o alterna podrân ser detectados por esta técnica (3.4.1). La tercera, se basa en distinguir los 
ICs de IgA por su capacidad de inhibir la uniôn de un antisuero de conejo anti-IgA humana de baja 
afinidad a una IgA-Sepharosa. Esta uniôn es independiente de la capacidad del IC para activar el 
complemento (3.4.2). La cuarta se basa en una modificaciôn introducida por nosotros en el mé­
todo de las células R^i para detectar ICs de Ig polimérica (3.4.3 ). Por ûltimo, hemos detectado an­
ticuerpos especfficos contra algunos antfgenos de origen alimenticio, como albûmina sérica bovina 
y albûmina de huevo présente en los IC formados tras una die ta hiperproteica (3.4.4.).
3.4.1. Método de las células Rafi.
Se basé en el método de Theofilopoulos (194) modificado por nosotros para detectar ICs de
IgA.
Se diluyeron los sueros 1/4 con TrisTyrode completo, con BSA 0,5% y glucosa 0,1%. Se in­
cubaron 30pl. del suero diluido con 2.10* células (en 50*il.)durante 45 min a 37° C. Después de 
las células très veces con el mismo tampôn centrifugando a 1000 rpm, 10 min, se incubaron con,
20 Mg de anti—IgG o anti IgA marcados con I (ver marcaje 3.4.1.) durante 30 min. a 4°C. Después 
se lavaron las células, en un contador gamma. Los resultados se expresaron segûn 3.4.5.
Los antisueros utilizados eran comerciales (Behring, Alemania) y previamente habfan sido 
precipitados con (NH^ )% SO4 al 50% pH 7,4 para obtener la fracciôn 7-globulina. La concentraciôn 
de antisuero utilizada determinô de la siguiente forma: se prepararon agregados de IgG o de una mez­
cla de IgA e IgG calentândolos de 15 a 70 min. a 63"C (ver sec. 3.6.1 ). Después se incubô una canti­
dad determinada de agregados con suero humano normal fresco durante 30 min. a 37"C con el fin de 
activar el complemento. Una vez transcurrido ese tiempo se afladieron 2.10* células a cantidades di­
ferentes de agregados en un volumen final de 80—100 Ml Se incubaron durante 45 min. a 37"C, se 
lavaron las células y se volvieron a incubar con diferentes cantidades de los antisueros respectivos mar­
cados con "*I durante 30 min. a 4°C. Una vez lavadas las células y medida su radioactividad en un
Tabla V. METODOS PARA DETECTAR INMUNOCOMPLEJOS
1 Têcnicas fisico-qurmlcas:
-  Ultracentrifugaciôn analTtica.
-  Centrifugaciôn en gradiente de densidad de sacarosa.
-  Filtraciôn en g e l.
-  U ltrafiltraciôn.
-  Electroforesis.
-  Precipitaciôn con polietilen-glicol ( PEG ).
-  Crioprecipitociôn
2 . -  Métodos basados en las corocterfsticas biôlogicos de los ICs:
a) Têcnicas con el complemento:
-  Pruebo del consume del complemento.
-  Métodos basados en la interacciôn de los ICs con C lq  purificado.
-  Anolisis de productos derivodos de la roturo de C3 ô Cl .
-  Pruebo de la precipitaciôn del C3,
-  Rodiainmunoanôlisis de la conglutinino.
b) Têcnicas con ontiglobulinos:
-  Pruebos con factores reumotoides.
-  Otros ontiglobulinos.
c) Têcnicas celulores:
-  Agregociôn de plaquetas.
-  Inhibiciôn de la citotoxicidod dependiente del anticuerpo.
-  Inclus iones introcitoplosmâticas en polimorfonucleorês neutrôfi los.
-  Liberociôn de enzimos de eosinôfilos y mostocitos.
-  Inhibiciôn de la fogocitôsis de macrôfagos.
-  In itic iôn  de la formaciôn de rose tas.
-  Uniôn a las células Roji.
Id. células de la leucemio de rotôn L1210.
Id. can eritrocitos humonos.
d) Otros métodos:
-  Uniôn a la protelno A del Staphylococcus aureus.
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contador 7 se determinaba el mâximo tan to por ciento de uniôn del antisuero. Posteriormente en 
todas las pruebas se utilizô la misma concentraciôn y el mismo lote de antisuero.
3.4.2. Método de la inhibiciôn de la uniôn de una anti-IgA humana.
Se basô en el método de Kauffman (100). Primero se preparô un anticuerpo anti—IgA huma­
na policlonal de b%a afinidad por la IgA monomérica pero con una gran afinidad por IgA agregada o 
en forma de ICs. Para ello 10 mg de IgA policlonal con adyuvante de Freund, se inyectô intradérmi- 
camente a un conejo. Después de cuatro dIas, se empezô a medir la actividad de anticuerpo del suero 
del conejo por su capacidad de aglutinar eritrocitos de cordero recubiertos de IgA ( 111 ). El 
dia de mâximo tftulo aglutlnante los conejos se sangraron y el antisuero se adsorbiô con suero de cor- 
dôn umbilical humano unido a un Biogel P—300 por el método de Avrameas (192).
El pico obtenido (después de concentrer mediante presiôn negativa) se pasô por una columna 
de Ultrogel AcA 22 equilibrada con PBS. La fracciôn IgM (l^r pico) se recogiô y una vez concentrada 
se adsorbiô con IgA unida a una Sepharosa 4B (ver 3.2.4.a.) y se eluyô con KSCN 1 M pH 7,0. El 
eluido se dializô frente a PBS, se concentré y se guardô a -2 0 ” C en alicuotas.
3.4.2.a. Marcaje.
La IgM de conejo anti-IgA humana se marcô con '**1 por el método de la cloramina T (ver 
3.4.1), con una actividad especffica de 0.2 -  0.4 mCi/mg.
3.4.2.b. IgA Sepharosa 4B.
Una IgA monoclonal se uniô covalentemente a la Sepharosa 4B activada con BrCN por el mé­
todo de Cuatrecasas (ver 3.2.4.a) a una concentraciôn de 0,015 mg IgA/mg de Sepharosa 4B (peso 
seco). El inmunoadsorbente se guardô a 4”C en PBS con EDTA 2mM.
3.4.2.C. Técnica de la inhibiciôn de la uniôn de la anti—IgA (Inh—anti IgA).
Consta de dos pasos. En el primero se afladieron a los tubos 200 m1 del tampôn de uniôn 
(0.075M Tris-HCl, 0,01 M EDTA, pH 7,4) conteniendo albûmina sérica bovina (BSA) al 1%, 50/il de 
suero diluido 1:10 en el tampôn de uniôn y 50 m1 de ‘**1—IgM anti-IgA humana (0,09 -  0,3 Mg/ml). 
La mezcla se incubô durante 2 h a 4”C con agitaciôn continua. En el segundo paso, se afladieron 
50 /il de IgA-Sepharosa diluidos en el tampôn de uniôn a una concentraciôn final de 10 g de Sepha­
rosa /  100 ml y se incubô durante 16 h. a 4°C con agitaciôn. Después se afladieron 200 /il del tampôn 
de lavado (NaC1.0,4M, EDTA 0,1 M pH 7,4) y los tubos se centrifugaron a 270 x g durante 4 min. El 
sobrenadante se aspiré y la IgA-Sepharosa 4B se lavô très veces con 800/il del tampôn de lavado. 
Después de la ûltima centrifugaciôn la radioactividad del precipitado se midiô en un contador gam­
ma. Los resultados se expresaban segûn 3.4.5.
3.4.3. Determinaciôn de ICs de IgA polimérica.
Se trata de un método inétido, puesto a punto por nuestro laboratorio ( 176). Se procédé de 
la misma forma que en el método descrito para detectar ICs por la uniôn a las células Raji (3.4.1.), 
sôlo que en vez de incubar con un antisuero especffico contra alguna de las inmunoglobulinas huma­
nas, se incubaba con componente secretorio libre (SC) marcado con '®*1. Dado que la IgM también 
tiene afinidad por el SC y para descartar faltos positivos, previamente se adsorbiô la IgM de los sue­
ros problema mediante un inmunoadsorbente de anti-IgM Sepharosa.
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3 .4 .3.a. Preparaciôn del inmunoadsorbente anti -IgM Sepharosa 4B.
Se utilizô  un antisuero com ercial (O peron, Zaragoza, Espafia) de conejo  anticad en as/i huma­
nas. Se precipitô con (NH4 ), SO4 y después se d ializô frente a tam pôn carbonato/b icarbonato 0,1M ; 
N aC 10,5M  pH 8,5 . El procedim iento de uniôn fue similar al descrito en 3 .2 .4 .a .
3.4.3. b. Adsorciôn de la IgM.
Una cantidad fija de an ti-IgM -S ep h arosa  (1 0  mg Sepharosa/100 p i = 100—150 p g  de anti- 
IgM /100 m1) se incubô con diluciones seriadas de un p oo l de 10 sueros hum anos norm ales durante 2 
horas a temperatura am biente y con agitaciôn constante. Transcurrido ese tiem po, se centrifugô la 
m ezcla a 20 0  g durante 10 min. Se recogiô e l sobrenadante y se vio si daba una. banda de precipita­
ciôn por inm unodifusiôn  doble dim ensional frente a un antisuero anti—IgM humana. Se com parô  
con los resultados obten idos som etiendo a los sueros a las mismas m anipulaciones con una cantidad  
similar de Sepharosa 4B sin antisuero. En los ensayos se utilizô  siem pre una diluciôn cuatro veces 
m ayor a aquella en la que ya no se apreciaba una banda de precipitaciôn. En las cond icion es expues- 
tas correspond fa a una diluciôn 1 /1 0  y una concentraciôn media de IgM de 0 ,1 5  m g/m l m edido por 
inm unodifusiôn  radial.
3.4 .3 .c. Marcaje.
La fracciôn 7 -g lo b u lfn ica  de un suero de conejo  an ti—IgA humana se marcô con ‘**1 por el 
m étod o  de M cConahey y D ixon (ver 3 .1 .4 .a.) con una actividad especffica  de 0 ,3 - 0 ,5  a C i /a g  de 
proteina. El com pon en te secretorio libre (SC ) se m arcô por e l m étod o de la lactoperoxidasa (ver
3 .1 .4 .b .)  con una actividad especffica de 0 ,5 - 1  M Ci/M g. Ambas proteinas marcadas se diluyeron en 
T B S -B S A  0,5% pH 7 ,4  y se guardaron a 4°C  a la concen traciôn  de 100 Mg/ml.
3.4.3. d. Sueros analizados.
Se analizaron sueros de individuos norm ales (n = 2 4 ), de pacientes con la enferm edad de Ber­
ger ( n - 10) y cirrosis a lcohôlica (n =7). A licuotas de estos sueros se guardaron a - 7 0 ”C y solam ente  
se descongelaron una vez. También se analizaron los sueros de 6  individuos norm ales y  7 pacientes 
con la enferm edad de Berger, antes y 2 ,4 ,6  y  24  h después de darles una dictah iperproteica(ver
3 .4 .4 .) .
3.4.3. e. Detecciôn de los ICs de IgA polimérica.
Se incubaron 75 m1 de los sueros diluidos al 1 /1 0  con T ris-T yrod e com pleto  + BSA 0,5% y 
glucosa 0,1% pH 7 ,4  (adsorbida previamente la IgM) con 2 10* células Raji (5 0  mO durante 4 5  min. 
a 3 7 ”C. Transcurrido ese tiem po se lavaron las células très veces con el m ism o tam pôn, centrifugan­
do  cada vez a 2 0 0  g durante 10 min. Después se afladiô 1 Mg de SC marcadas con '®*1 y se incubô  
durante 2 h a temperatura am biente. Se lavaron de nuevo las células très veces con el m ism o tam pôn  
y se m idieron en un contador 7 .
Los ICs de IgA se detectaron segûn la técnica descri ta en 3 .4 .1 .. Los resultados se expresaron 
segûn 3 .4 .5 .
3 .4 .3.f. Determinaciôn concentraciôn  r f e  '  ® * I~SC  empleada.
La concentraciôn optim a de '^*1-SC se calculô considerando que en el suero la IgA polim é­
rica représenta un 20-30%  de la IgA total. Si toda la IgA polim érica estuviera com o ICs en la dilu-
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ciôn empleada (1/10) representarfa 20-80  Mg/ml de ICs de IgAp en los individuos normales (rango 
establecido a partir de la media ± 2 desviaciones standard; ver tabla VII) y en los cirrôticos alcohôli- 
cos habrfa como mâximo 60 Mg/ml (media +2 desviaciones standard, tabla VI). Para obtener la mâxi- 
ma uniôn de " 'I -S C  con 60Mg de IgA polimérica la relaciôn molar ôptima es (1:7,5) (20) y por tan- 
to habrfa que incubarla con aproximadamente 17 Mg SC/ml.
3.4.4. Determinaciôn de anticuerpos especfficos en ICs circulantes. Su apllcaciôn para ICs formados 
después de una dieta hiperproteica.
Se realizô segûn el método de Faganelli y col. (155).
3.4.4.a. Sueros humanos.
7 contrôles y 6 pacientes con la enfermedad de Berger se sometieron a una dicta hiperprotei­
ca (300 g de proteina). Se recogieron muestras de sangre antes y 2,4,6, y 24 h después de la comida. 
La sangre se coagulé a temperatura ambiente durante 1 -2  horas, centrifugô y guardô a -7 0 ”C en 
alicuotas hasta su anàlisis. Cada alicuota fue descongelada a temperatura ambiente y usada una sola 
vez.
3.4.4.b. Antigenos.
La albûmina sérica bovina (BSA, fracciôn V) y la albûmina de huevo (OVA, grado V) se ob­
tuvieron de Sigma Chemical Co.
3.4.4.C. Marcaje.
Los antfgenos se marcaron con " ' I  Na (Radiochemical, Centre, Amersham), segûn la técnica 
descrita en 3.1.4 a., con una actividad especffica de 0,5—1 aCi/pg de proteina.
3.4.4.d. Aislamiento de los ICs de los sueros humanos.
100 Ml de suero se mezclaron con lOOMide EDTA(0,2M pH 7,5) y 50 Ml de 17,5% PEG en 
tampôn borato salino pH 8,0 (BBS) para dar una concentraciôn final de PEG del 3,5% (37). Se incu­
baron durante toda la noche a 4”C. Después de centrifugar a 2400 x g 10 min, el precipitado se lavô 
una vez con PEG 3,5% y se redisolviô en tampôn glicina—HCl 0,2M pH 2,6 al volumen original, para 
disociar los ICs precipitados.
3.4.4.e. Detecciôn de los anticuerpos.
50 mI de la soluciôn anterior se incubô durante 19 h a temperatura ambiente (22°C) en tubos 
de poliestireno para adsorber los componentes disociados a la superficie del plâstico. Después se lava­
ron los tubos dos veces con PBS que contenfa albûmina sérica humana al 0,2% (HSA) y se incubaron 
durante I h a temperatura ambiente con IOOmI de este tampôn para reducir la uniôn no especffica 
en el siguiente paso. Después de dos lavados mâs, se afladieron 50 m1 del antfgeno (BSA u OVA) mar­
cado con "*I, y se incubô durante 18 h. a 4“C. Después de cuatro lavados con PBS-HSA, se midiô 
la radioactividad unida a los tubos en un contador y. El incremento neto de radioactividad fue calcu- 
lado de la misma forma que en el resto de las têcnicas de ICs (3.4.5).
3.4.5. Expresiôn de los resultados de las têcnicas de ICs.
El anàlisis estadfstico fue tealizado segûn el método de Hall (74). Muestras de sueros de 13
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sujetos normales se probaron por duplicado en 9 dfas diferentes. Se escogieron cuatro sujet os con  
media representativa de los valores norm ales com o contrôles de tod os los experim entos. De esta for­
ma, se obvié  la variaciôn dfa a dfa. Con la m edia de los contrôles en cada prueba, se estab leciô  un
lim ite de conflanza del 95% : Ui = Ci +  2 ,2 6 9 7  V SEJ + SE^ .
La expresiôn que esta debajo de la rafz cuadrada représenta la suma de las variaciones de la 
media de los cuatro contrôles y de los sueros problem a. 2 ,2 6 9 7  es ese e l punto mâs a lto de la dlstri- 
buciôn t de S tudent para 8  grados de libertad y  e l 95% de conflanza. La media de los duplicados de 
los sueros problema se dividiô por Ui. T i/U i représenta la relaciôn fraccional del suero problem a pa­
ra el lim ite  de conflanza mâs a lto de la poblaciôn control. Si T i/U i estâ por encim a de 1,0 el valor 
del suero problem a sobrepasa e l lim ite de conflanza del 95% y se considéra anormal.
3 .5 . M étodos u tilizados en e l estudio funcional de los polim orfonucleares neutrôfilos (PM Ns) en  
los pacientes con  la enferm edad de Berger y  del papel de la IgA en  la regulaciôn de alguhas 
funciones leucocitarias.
3.5.1. A islamiento de PMNs.
Se realizô por el m étod o  de Henson y col. (7 8 )  parcialmente m odificado.
Se recogiô sangre de pacientes o  contrôles en tubos Falcon de polipropileno de 5 0  ml con  
lOO/il de heparina / 1 0  ml sangre. Se centrifugô a 55 0  x g durante 2 0  min a temperatura am biente.
La sangre se separô en très capas. La superior estaba constitu ida por e l plasma rico en plaquetas que 
se separô y guardô a - 2 0 ° C. La interm edia contenfa el 90% de las células m ononucleadas y se des- 
cartô. La inferior contenfa los eritrocitos y polim orfonucleares (PM Ns). Con el fin de separar los 
eritrocitos de los PMNg, se m ezclô  esta capa con gelatina al 2,5% y se dejô sedim entar a 1 x g, duran­
te 30  min a 3 7 °C. El sobrenadante se resuspendiô en T risT yrode pH 7 ,4  sin Ca** ni Mg** y  centri- 
fugado a 2 00  x g durante 10 min a temperatura am biente. El precipitado de células se som etfa  a un 
choque h ip osm ôtico  (1 vol sa lino /3  vol Hj O destilada) durante 2 min para lisar los eritrocitos conta­
minantes. Se lavaron dos veces con T risT yrode pH 7 ,4  sin Ca** ni Mg** y  finalm ente se resuspendiô  
a una concentraciôn de 2 ,5 .10* cel/m l. La viabilidad de las células por el m étodo de exclusiôn  del 
Azul de Trypan al 2,5% fue alrededor del 92%.
3.5.2. Funciôn fagocitaria.
Se estim ô por el m étod o de Ward y col. (2 1 3 ) con ciertas m odificaciones. Se incubaron los 
PMNs de pacientes y contrôles (1 .1 0 ’ células), con IgG agregada por e l calor (1 m g/m l 6 3 ° , 3 0  m in) 
y marcada con "*I, en 0 ,5  ml de T risT yrode pH 7 ,4  com pleto  con BSA 0,25% pH 7 ,4  y glucosa al 
0,1% durante 3 0  m in. Se probô la reacciôn con EDTA 20mM  pH 7,2  y  se lavaron las células très ve­
ces con T risT yrode sin Ca** ni Mg**, con BSA 0,25% pH 7 ,4  a 2 0 0  x g, 20  min. Las cpm  asociadas 
al precipitado de células se m idieron en un contador 7  y la uniôn inespecffica de los agregados de IgG 
a las paredes de los tubos se m idiô incubando " *I—A —IgG sin PMNs. Para com probar que los PMNs 
se habfan fagocitado, se incubaron con un antisuero a n ti-Ig G  humana marcado con fluoresceina y 
se visualizaron en un m icroscopic de inm unofiuorescencia.
3.5.3. Estudios de la motilidad.
3.5.3.0. Migraciôn dirigida.
El ensayo para determinar la migraciôn dirigida se realizô segûn una m odificaciôn de la téc­
nica de Boy d en (1 9 ) , usando microcâmaras de plâstico equipadas con filtres Millipore con un poro  
de 3 pm , 5 -1 0 *  PM Ns/ml y una incubaciôn de très horas. Se évalué e l “ indice del m ovim iento  diri-
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gido” determinando el nûmero de neutrôfilos acumulados en 16 campos tornados al azar en el lado 
inferior del flltro. En algunos experimentos se utilizô el “ indice del frente principal” descrito por 
Zygmond y Hirch (221); en este caso el tiempo de incubaciôn fue de 40 min y el indice fue conside- 
rado como la media de la distancia rccorrida por las dos primeras células en 10 capas escogidas al 
azar dentro del filtro.
Las citotaxinas utilizadas fueron caseina desnaturalizada a la concentraciôn de S mg/ml en 
TC 199 y suero pool activado por la vfa clâsica o alterna del complemento siguiendo la metodologia 
de Gallin y col. (61).
3.5.3. b. Medida de la migraciôn o/ azar.
Se utilizô el mismo procedimiento arriba descrito con la ûnica diferencia de que se utilizaron 
filtros con un poro de 8 /im y que en la càmara inferior se ponfan solamente TCM199. Para obtener 
una migraciôn adecuada se afladiô a la suspensiôn celular albûmina sérica bovina al 0,2%.
3.5.3.C. Estudio de posibles tnhibldores de la migraciôn dirigida. >
Se utilizô la técnica de Keller y col. (103). Brevemente 0,5 ml de una suspensiôn celular a la 
concentraciôn de 5,10* PMNs/ml se incubô con 0,2 ml del plasma problema durante 60 min a 37°C 
con agitaciôn constante. Después las muestras se centrifugaron y suspendieron de nuevo en 0,5 ml 
de TCM 199. Los estudios de la motilidad se realizaron como ya se ha descrito utilizando casefna co­
mo citotaxina. Se considerô que habfa inhibidores cuando la variaciôn respecto al fndice del movi­
miento dirigido de las mismas células incubadas con TCM 199 era mâs alto que un 15%.
3.6. Manejo de la IgA'por el sistema mononuclear fagocftico.
3.6.1. Preparaciôn de agregados de un tamafio defînido.
la IgG o IgA se marcaron previamente con "*I con una actividad especffica de 0,1-0,2 mCi/ 
mg por el método de la cloramina T (Me Connahey y Dixon, ver la 3.1.4.1.), después se agregaron 
calentando la IgG o la IgA (10 mg/ml) a 63°C durante 20 y 150 min respectivamente. Se centrifuga­
ron a 3000 rpm durante 15 min para eliminar los agregados insolubles. Para separar los agregados so­
lubles de la proteina no agregada se pasaron por una columna de Ultrogel ACA 22 equilibrada con 
TBS pH 7,4 conteniendo BSA al 0,5% para prévenir la autoagregaciôn (110). De esta forma se obte- 
nfan agregados solubles de 1—2.10* D que guardaron en alfcuotas —20°C. Periôdicamente se 
revisô el tamafio, homogeneidad y estabilidad de los agregados mediante ultracentrifugaciôn en gra­
diente de sacarosa.
3.6.2. Aclaramlento sanguineo y  locallzaclôn tisuiar especffica de los agregados de IgA e IgG.
Se inyectaron i.v. 5 pg de "*I—A—IgG ô "*1—A-lgA en 0,4 ml de TBS-BSA (multimérica, 
polimérica o monomérica) a ratones ICR Swiss de 15-20 g, anestesiados ligeramente con éter. Se 
estudiô el aclaramlento sangufneo y la localizaciôn en los ôrganos de los agregados en lotes de très 
animales por cada tiempo, matândolos por exanguinaciôn a los 5,10,30, 60 min, 4 h y 24 h desp u é^  
de la inyecciôn. La localizaciôn tisuiar especffica se calculô después de restar las cpm corresponds^ " 
tes al volumen residual sangufneo que queda en cada ôrgano (106). Para ello, 5 min antes de matagl 
a los animales se inyectaron i.v. hematfes marcados con *‘Cr (ver 3.6.3.). Los ôrganos (hfgado, &
riflôn y pulmones) se quitaron, pesaron y contaron para " ’1 y **Cr en un contador y, asf como una 
muestra de sangre de un volumen conocido. La localizaciôn especffica se calculô utilizando las si­
guientes fôrmulas: --'.'urCTtC *
3 4
cpm”  Cr inyectadas
Volumen total (VTS) de sangre (ml.) =
cpm”  Cr/ml. de sangre
VTS (ml.) X c p m I /m l.  sangre
% de la dosis inyectada en sangre = ------------------------------------------------------x
cpm"* I inyectadas
Las cpm de "* I en sangre y las cpm "* I inyectadas representan las cuentas precipitables en TCA 
(àcido tricloro acético) al 10%.
cpm”  Cr por ôrgano total
m1. de sangre residual en cada organo (VSR) =
cpm *‘ Cr / m1- sangre
% de la dosis inyectada localizada especi'ficamente _ cpm *** I Por ôrgano total—gl. V S R x cpm"* 1/ 
en el ôrgano. cpm"* I inyectadas
//il. sangre x 1 0 0 .
El aclaram lento sangufneo de las substancias inyectadas i.v. se ajusta a una funciôn exp on en ­
cial siendo la tasa de aclaram lento dependiente de la dôsis inicial, proporcional a la concentraciôn en 
sangre e inversam ente proporcional a la cantidad ya fagocitada. Representando grâficam ente e l loga- 
ritm o del % de la dôsis en sangre frente al tiem po obtendrem os una recta cuya pendiente K nos darâ 
una idea de la tasa de aclaram lento. Para cada substancia se obtien e la ecuaciôn  de una recta:
(1 )  Y = log  S = Kt + log  So; donde S es e l porcentaje de la substancia en un tiem p o determ inado.
So = id. para t = 0  (ordenada en el origen), K es la pend iente de la recta y  t es e l tiem po.
En su form a exponencial:
(2 )  S = So . 10*^*; diferenciando respecto al tiem po obtendrem os la velocidad de aclaramien-
to: V = d S /d t = 10*^ * (2 ,3 0 2 6 )  K . So. Para t = 0 ,
(3 ) V = dS /d t = 2 ,3 0 2 6  K . So. De esta forma la velocidad de aclaram lento se calculô para
cada sustancia al t = 0 .
lo g S - S o
K = ------   , nos da la tasa de aclaram lento
y de (3 )
0 ,6 9 3
t . 1 /2  = — —■ — - , llamada vida media. Représenta e l tiem po al cual la mitad 
2 ,3 ü2 d K
de la dosis inyectada ha sido aclarada de la circulaciôn.
El tam aflo de los agregados o  de los sueros obten idos a d iferentes tiem pos se calculô por ul­
tracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa (5-40% ) (ver 3 .3 .1 ) .
3.6.3. Marcaje de los hem aties con  * '  C r .
Se incubaron 2.10* hem aties de ratôn lavados con PBS con 2 0  /iCi de *' Cr durante 30 m in. 
a 3 7 °  C. D espués las células se lavaron cuatro veces en PBS pH 7 ,4  y  se resuspendieron a una con­
centraciôn final de 5 .1 0 ’ cél./m l. Se inyectaron alfcuotas de 0 ,2 -0 ,3  ml. a esta concentraciôn.
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3.6.4. Catabolismo de los agregados par cortes de higado y  riflôn.
Segûn el método de Knutson y col (110). A los 8 min. de inyectar 5 pg. de agregados de 
"* I-IgA 6 "* 1-IgG a los ratones, se mataron por exanguinaciôn, se prepararon cuatro cortes de 
hfgado y cuatro de riflôn de 1 mm. de espesor, se pesaron y homogeneizaron. Dos partes se guar­
daron a 4° C y las otras dos se incubaron a 37° C durante 4 h. Después de ello se calcularon las 
fracciones solubles y precipitables en icido tricloroacético al 10% comparândolas con las de los 
cortes guardados a 4° C. La fracciôn soluble en TCA al 10% es un fndice del catabolismo de los 
agregados.
3.6.5. Uniôn y  catabolismo de los agregados por macrôfagos peritoneales Vn vitro".
Se utilizô el método de Knutson y col (110). Se obtuvieron macrôfagos peritoneales de 
ratones matados por dislocadôn cervical mediante très lavados de la cavidad peritoneal con 3 ml. 
de TBS-BSA a 4° C. Las células se lavaron très veces con el mismo tampôn centrifugando a 200 x 
g. durante 10 min. Una vez contados en hematocitômetro se hicieron alfcuotas de 2.10* células 
y se incubaron durante 2 h. a 37° C en tubos sillconizados con el fin de unir las células adhérentes.
Las células no adhérentes se eliminaron lavando con TBS-BSA tras una vigorosa agitaciôn. La dife­
rencia entre el n°de células iniciales y el n°de células no adhérentes nos dio el n° de células adhéren­
tes, que representô alrededor del 40-50% de las iniciales. Mâs del 90% de las células adhérentes inge- 
rfan particules de latex y eran esterasas positivas utilizando el alfa naftilbutirato como substrato. Agre­
gados de IgG 6 IgA marcados con "* 1(1,5 y 10 pg.) en 100 pl, se incubaron con los macrôfagos adhe- 
ridos durante 3 h. a 37° C con agitaciôn continua. Las células se lavaron très veces, centrifugando a 
1.000 rpm. 10 min. con TBS-BSA a 4°C y el sobrenadante se separô en cpm TCA solubles (protefna 
catabolizada) y cpm TCA precipitables (protefna inalterada). Todos los tubos se midieron para "* I 
en un contador y automâtico. Los experimentos se realizaron en presencia de suero fresco de 
ratôn al 10%, suero inactivado calentando a 56°C durante 30 min. o solamente coh tampôn.
Las cpm asociadas a las células fueron siempre corregidas quitando la uniôn no especffica de las 
protefnas a los tubos sin las células. Todos los experimentos se realizaron por tripUcado y los 
resultados se expresaron como media ± desviaciôn standard.
3.6.6. Estudios de inhibiciôn cruzado.
Se realizaron por el método de Finbloom y col (55) parcialmente modificado. Quince 
minutos antes de inyectar la dosis del trazador (5/ig. de agregados marcados con "* I), se inyec­
tô i.v. una dosis del posible inhibidor, 600 veces mayor que la del trazador (3 mg. de A-IgG).
Los animales se sacrificaron 15 min. mâs tarde. Cinco min. antes se inyectaron hematfes mar­
cados con *' Cr para corregir las cpm correspondientes al volumen residual en cada ôrgano. Se 
midieron las cpm asociadas a los ôrganos y a la sangre como en 3.6.2. El porcentaje de inhibi­
ciôn respecto a los contrôles se calculô mediante la fôrmula:
union esperada — uniôn observada ^
uniôn esperada
3.6.7. Aislamiento de hepatocitos.
Se utilizô el método de Castaflo y col (27). El hfgado se perfundiô a través de la vena porta 
con una soluciôn libre de Ca** (soluciôn de Hanks) a 37° C durante 5-10 min. Después se perfun­
diô con coiagenasa al 0,05% en presencia de Ca** (soluciôn de Hanks con Ca** 5 mM) durante 10 
min. Durante la perfusiôn el medio se aireô vigorosamente con una mezcla de 95% de O, y 5% de
3 6
C O j. Para obtener una suspension de células se agitô el higado suavem ente a 4° C con una soluciôn  
de Hanks sin carbonato pero con Hepes 20  mM. Los hepacitos se separaron de los restes tisulares 
centrifugando y  lavando varias veces con el m ism o tam pôn. La viabilidad de las células se cuantifi- 
cô  por el m étod o  del azul de Trypan al 0,2%.
3.6.8. Uniôn de agregados de IgA a hepatocitos aislados.
Se incubaron 3.10* células obtenidas segûn 3 .6 .7  con lO p g. de d iferentes proteinas, marca­
das con "* 1 en un volum en final de 2 0 0  jul- de TBS con BSA al 2,5%, a tem peratura am biente duran­
te 30  m in. y  con  agitaciôn continua. Se lavaron très veces a 1 .000  rpm ., 10 m in. y se midieron cpm  
asociados a las células en un contador gamma.
En experim entos seleccionados, se realizaron estu d ios de inhibiciôn com petitiva. Los hepato­
c itos se incubaron durante 30  min. con un exceso  de proteina n o  marcada (1 0  a 1(K) veces la concen­
traciôn del trazador) y  10 Mg. de proteina marcada con "* I. Los resultados se expresaron com o por­
centaje de inhibiciôn de la uniôn a los hepatocitos de la dosis marcada. La viabilidad de las células a 




4.1. Estudio de los pesos moleculares de la IgA sérica y depositada en el mesangio glomerular.
4. i. 1. Estudio de la IgA sérica en pacientes con cirrosis alcohôlica.
Se determinô el peso molecular mediante ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa 5-40% 
a 1 7 0 .0 0 0  X g. durante 16 h. a 4° C. La posiciôn de los marcadores del gradiente se describen en la 
fig. 12.
La concentraciôn de IgA en las diferentes fracciones se determinô por radioinmunoanàlisis. 
En la fig. 13, se observa la puesta a punto del método, valoraciôn del primer anticuerpo (13a) y cur­
va standard (13b).
La media de los valores absolûtes de la IgA sérica de los pacientes y de los contrôles, con sus 
diferentes pesos moleculares, se muestra en la tabla VI. En los pacientes con cirrosis alcohôlica ha­
bfa un incremento significative de la concentraciôn de IgA en las fracciones con coeficiente de sedi­
mentaciôn entre 9-13 S (8,94 veces por encima de los contrôles), donde se espera que se encuentre 
la IgA polimérica. Habfa también un incremento de IgA monomérica (fracciones 5-9 S) en relaciôn 
a los contrôles.
Para ver si la IgA de pesos moleculares elevados estaba en forma de inmunocomplejos, las 
mismas muestras fueron analizadas por ultracentrifugaciôn a pH 2,8. Como se puede ver en la tabla 
VII, habfa un importante disminuciôn en los nhreles de IgA comprendidos entre 9-13 S, 13-17 S y 
17-21 S, y un incremento en las fracciones 5-9 S. Estos resultados son compatibles con la presen­
cia de inmunocomplejos de IgA en el suero de estos pacientes. Ademâs, la comparaciôn de los valo­
res absolûtes de IgA 9-13 S después de la centrifugaciôn a pH 2,8 comparada con los contrôles (Ta­
bla VII), sugiere la presencia de altos niveies de IgA polimérica. Para determinar si los elevados nive­
lés de IgA polimérica eran meramente un reflejo del aumentô de IgA total observada, los resultados 
también se expresaron en porcentrqes (Tabla VI). Como puede verse, sigue habiendo un aumentô de 
IgA 9-13Sy una disminuciôn de las fracciones 5-9 S, confirmando que el incremento de IgA poli­
mérica es a su vez en concentraciones absolu tas y relativas.
Para confirmar totalmente que la IgA de pesos moleculares elevados es realmente IgA poli­
mérica es necesario saber si tiene afinidad por el componente secretorio libre. Para ello, se aislô és­
te segûn la técnica descrita en la secciôn 3.2.4. y esquematizada brevemente en la fig. 14, se marcô 
con "* I por el método de la lactoperoxidasa (3.1.4.b.) para evitar desnaturalizadones y se incubô 
con la IgA sérica total depkccionada de IgM (ver descripciôn en 3.3.4 ). Como puede observarse, en 
la tabla VIII y en la fig. 15, habfa un incremento en la afinidad por el componente secretorio en es­
tos pacientes, comparândolo con la uniôn obtenida con un pool de 10 sueros humanos normales. Es­
tos datos sugieren que los padentes con cirrosis alcohôlica tienen niveies elevados de IgA polimérica 
que puede estar en parte en forma de inmunocomplejos.
4.1.2. Estudios en rifiones.
Para caracterizar la IgA depositada en el mesangio glomerular en estos pacientes, planeamos 
dos tipos de experiendas. La primera de ellas consistiô en determinar el peso molecular de la IgA 
eluida de rifiones de autopsia y la segunda se basô en estudiar la afinidad por el componente secreto­
rio por inmunofiuorescencia o por ultracentrifugaciôn.
4.J.2. a. Estudio de la IgA eluida de rifiones de autopsia.
Se pudieron estudiar seis rifiones que mostraban depôsitos de IgA en el mesangio glomerular 
por inmunofiuorescencia. La IgA se eluyô a pH àcido con relativa fadlidad segûn la técnica descrita
Coef sed.
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Fig. 12.— En la parte inferior de la figura se représenta la posiciôn de los marcadores despuës de una ultracentrifuga- 
ciôn en gradiente de sacarosa (5-40%). En la parte superior estân representados la posiciôn media ± desv iaciôn stan­
dard de los coeficientes de sedimentaciôn de 12 dias diferentes obtenidos a partir de la posiciôn de los marcadores, 
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Fig. 13. (a). Valoraciôn del primer anticuerpo del radioinmunoensayo. A una cantidad fija de " 'I - lg A  se aüadfan 
varias diluciones de un suero de conejo anti-lgA humana. La diluciôn del antisuero que uni'a el 50% de la '^’ l-lgA 
fue utilizada para la construcciôn de la curva standard, (b) Curva standard del radioinmunoensayo, 10-20 ng./ml. 
de '**I-lgA se incubô sola y afladiendo concentraciones conocidas de IgA sin marcar. Todos los tubos conteni'an 
la misma cantidad de ’^ ’ l-IgA y de antisuero anti-lgA. El antisuero anti-IgA fue usado a la diluciôn que uni'a apro­
ximadamente el 50% de la " 'l-lgA en  ausencla de IgA sin marcar (ver 13 a). La separaciôn fue por el método del 
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Fig. 14.— (a)PerfU de eluciôn del componente secretorio de una columna de IgM-Sepharosa 4B equilibrada con ClNa 
0,15 M, fosfatos 0,05 M pH 7,3 y eluida con SCNK 1 M, fosfatos 0,05 M pH 7,0.
(b) Perfil de eluciôn del componente secretorio obtenido en 14.a por una columna de Ultrogel AcA34 (2,6 x 40 cm.) 
equilibrada con ClNa 0,15 M, fosfatos 0,05 M pH 7,3.
E
Numéro de fracciôn
Fig. 15 — Distribuciôn de la radioactividad después de una ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa (5-40%) a 
pH 7,4 de sueros de contrôles y de pacientes incubados con I-SC (componente secretorio). Ver material y méto­
dos. Paciente 3 (■----- ■); Pool de sueros contrôles (o □); I-SC libre ( ............). El final del gradiente estâ a
la izquierda. La posiciôn de los marcadores fue la siguiente: IgM (fracciôn n® 3), IgG (fr. n® 18), BSA (fr. n® 21).
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en 3.3.6. La recuperaciôn de IgA fue de 6 a 68 mg./g. de corteza renal (media 24,56) (Tabla V III. 
Para descartar que la IgA eluida de los rifiones de autopsia fuera en realidad IgA sérica contaminan­
te, se sometiô a las mismas condiciones de eluciôn el riflôn de un cirrôtico que por inmunoflueres- 
cencia no mostraba depôsitos de IgA. Solamente se pudieron obtener trazas de IgA (ver tabla IX), 
por lo que se considerô que la IgA eluida en los otros pacientes era IgA mesangial. Mediante ultra­
centrifugaciôn determinamos el peso molecular de esta IgA. Como puede observarse en la fîg. 16, 
a pH fîsiolôgico mis del 50% de la IgA eluida tiene un peso molecular mayor que 9 S. Después del 
tratamiento a pH àcido, habfa una disminuciôn significativa en las fracciones 9-13 S y un aumen- 
to de las fracciones 5-9 S. Estos resultados son compatibles con la presencia de IgA en forma de 
ICs. Para verificar que la IgA eluida con un peso molecular ekvado tenfa otras caracterfsticas de 
IgA polimérica, se estudiô su afinidad por el componente secretorio. En los seis eluidos estudiados, 
el tanto por ciento de uniôn fue entre 17-32% (media 22,84 ± 7,09), sugiriendo que, al menos 
una parte, era verdadera IgA polimérica.
4.1.2. b. Estudios de la IgA renal par inmunofiuorescencia.
En très rifiones de autopsia pudo estudiarse por inmunofiuorescencia la afinidad de la IgA 
depositada por el componente secretorio (SfT). Habfa una fUaciôn positiva para el SC con un pa- 
trôn granular similar al de la IgA (fig. 17). Très pacientes con nefropatfa lûpica y cinco con glo- 
merulonefritis mesangiocapilar con depôsitos de IgA y cuatro rifiones normales no mostraron fi- 
jaciôn por el SC. Cuatro pacientes con glomerulonefritis mesangial de IgM fueron utilizados como 
contrôles porque la IgM muestra afinidad por el SC in vitro (161) (Tabla IX bis). Estas experien- 
cias confirman que la IgA depositada en el riflôn de los pacientes con cirrôsis alcohôlica es, al me­
nos en parte, IgA polimérica.
4.1.3. Comparaciôn de los pesos moleculares de la IgA sérica y  eluida.
Como hemos visto, los aumentos de concentraciôn de la IgA sérica en estos pacientes se 
observa tanto en la IgA polimérica como en la IgA monomérica. En un intento de saber si la IgA 
depositada en el mesangio es meramente un reflejo de la IgA sérica o si habfa predominio de la 
IgA polimérica, se compararon los porcentajes de IgA sérica y eluida en cada fracciôn. Los por- 
centaies de IgA 9-21 S en el suero de los seis pacientes estudiados en pH fisiolô^co representaban 
menos del 40% de la IgA total, frente a un 55% en las mismas fracciones de los rifiones eluidos 
(Tabla VI y fig. 16). Estos datos parecen sugerir que la mayor parte de la IgA depositada era IgA 
de alto peso molecular. Los resultados de très pacientes a los que se pudo estudiar simultineamen- 
te el suero y là IgA eluida a pH 7,4 y pH 2,8 se representan en la fig. 18. Como puede observarse, 
a pH 2,8 habfa un incremento en IgA monomérica y una disminuciôn de las fracciones 9-21 S en 
relaciôn a lo obtenido a pH 7,4, siendo compatible con la presencia de IgA en forma de ICs en el 
suero y en los eluidos. Sin embargo, en cada paciente los porcentajes de IgA en las fracciones 
9-21 S (donde se espera que esté la IgA polimérica) era mâs alto en el eluido que en el suero.
4.1.4. Estudio de la IgA sérica en pacientes con el sindrome de Schônlein-Henoch.
La media de la IgA 9-13 S de siete pacientes estudiados estaba elevada respecto a los va­
lores normales, pero las diferencias no eran significativas. Teniendo en cuenta que la mayor parte 
de la IgA dimérica y trimérica estâ en la fracciôn 9-13 S, se dividieron a los pacientes entre los 
que tenfan porcentajes elevados de IgA en esa fracciôn y los que no lo tenfan (Tabla X). La me­
dia de los porcent^es 9-13 S en el grupo de IgA elevada fue del 39,341 8,87 vs 21,52 ± 3,41 
(p < 0,005) en los contrôles, representando alrededor del 43% de los pacientes.
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ToblqlX . Concentraciôn de la IgA reçu per ada después de la 
eluciôn a pH 2.8 de los rifiones de pacientes con cirrôsis alcoho-
g de corteza MB IsA /b te|îdo
Paciente 1 79 17,72
" 2 60 21,33
" 3 68 7,35
" 4 130 39,8
5 109 11,01
" 6 130 68,46
96 4 31 4 28 4 23
A 4 4 4 268 0 , 6 7 ( 2 . 4 %  ) 4 4
+ Media 4 Desviaciôn standard de seis eluidos
4 4 Ibrcentaje respecto al valor medio de la IgA recuperada en rifiones 
con depôsitos de IgA.
4 4 4 Dos rifiones sin depôsitos de IgA opreciables por inmunofiuorescencia.
2 ^ '
Fig. 1 6 .-  Distribuciôn porcentual de la IgA eluida de los rifiones cirrôticos después de la ultracentrifugaciôn en gra­
diente de sacarosa a pH 7,4 y  pH 2,8. Media ± Desviaciôn standard.
4
Fig. 1 7 .-  Microfotografias por inmunofiuorescencia de cortes de rifiôn de pacientes con cirrosis alcohôlica (izquier­
da y centro) y glomerulonefritis de IgM (derecha); Izquierda: Glomérulo tefiido para IgA (anti-cadenas a); Centro: 
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pH2-8 pH 7 4 pH 2 8
Fig. 18.— Comparacioni de los porcentajes de IgA, establecidos por uilracentrifugacion en gradiente de sacarosa, de 
les sueros y eluidos de très pacientes que se pudieron estudiar simultàneamente (*, ■, •  = sueros; n, o = eluidos; 
cada sfmbolo représenta un paciente diferente). Como puede observarse, a pH 2,8 habia un incremento en los por­
centajes de las fracciones entre 5 -  9 S y una disminuciôn de las fracciones 9-21 S en comparaciôn a lo obtenido a 
pH 7,4. Esto es compatible con la presencia de inmunocomplejos de IgA tanto en el suero como en los eluidos. Es 
importante destacar que los porcentajes de IgA 9-21 S (dônde se espera que esté la IgA polimérica) son mâs eleva- 
dos en los eluidos que en los sueros.
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Fig. 19 .- Distribuciôn porcentual de la IgA sérica después de la ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa a 
pH 7,4 de los sueros de contrôles (o), pacientes con la enfermedad de Berger (a), ScliônJein-llenoch (■), Cirro- 
sis alcohôlica ("), otras glomerulonefritis (a).
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afinidad por el componente secretorio (rcsultados no mostrados).
4 .1.5. Estudios por mmimofliiorescencia en e l sindrome de Schonlein-Henoch y  en la enferm edad  
de Berger.
Al igual que con las biopsias de pacientes con cirrosis alcohôlica, en el sfndrome de Schon­
lein-Henoch y en la enfermedad de Berger se encontrô que la fijaciôn del SC seguia el mismo pa­
tron que la IgA sugiriendo la presencia de IgA polimérica. (Tabla IX bis).
4.1.6. Comparaciôn de los pesos moleculares de la IgA sérica y  de la IgA depositada en las très en- 
fermedades.
Los resultados de esta tesis, junto a los ya representados referente a la enfermedad de Ber­
ger (120 y 121), indican claramente que las très cnfermedades comparten algunas de las anoma- 
Ifas observadas en la IgA sérica. Si representamos en histogramas los porcentajes de IgA en las di- 
ferentes fracciones obtenidas después de la ultracentrifugaciôn, vemos (fig. 19) que la IgA 9-13 S 
esté aumentada en las très enfermedades. Sin embargo, mediante tratamiento âcido cl comporta- 
miento es distinto, ya que en la enfermedad de Berger apenas cambia el porcentaje de IgA en esa . 
fracciôn, mientras que en la cirrosis alcohôlica baja incluso por debajo de los contrôles. Sin em­
bargo, expresando los resultados en valores absolûtes, la IgA 9-13 S en los cirrôticos esté todavia 
3,28 veces por encima de los contrôles a pH 2,8, mientras que en la enfermedad de Berger repré­
senta un aumento del doble respecte a los normales. No se pudo hacer una comparaciôn con los 
valores absolûtes de los pacientes con el sindrome de Schônlein-Henoch, debido a que varies de 
ellos eran nifios que, como se sabe, tienen unos valores de IgA menores que los de adultes. En 
ninguna de las très enfermedades habia correlaciôn entre el porcentaje de IgA 9-13 S y la concen- 
traciôn de IgA sérica total medida por inmunodifusiôn radial.
Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia en las très enfermedades también indi­
can que la IgA depositada es en parte IgA polimérica. May que tener en cuenta que la IF es una 
técnica semicuantitativa y no permite establecer de una forma inequlvoca si la IgA polimérica es 
prédominante o no, pero el mayor porcentaje de IgA pesada (9-13 S) obtenida en los eluidos de 
los cirrôticos (40% vs 55% pH 7,4), junto con la disminuciôn de relaciôn IgA monômero: IgA 
dimérica en el suero respecte de la IgA depositada (9:1 vs 3; 1 a pH 2,8) sugiere un depôsito selec­
tive de la IgA de alto peso molecular, ya sea en forma de ICs, como IgA polimérica o por una 
combinaciôn de ambos.
4.2. Estudlo de ICs en la enfermedad de Berger y en la nefropatia de IgA secundaria a una ci­
rrosis alcohôlica.
4 .2 .1. ICs de IgA detectados por ultracentrifugaciôn a pH  7,4 y  2,8.
La no existencia hasta hace muy poco tiempo, de técnicas adecuadas para detectar ICs 
en los que la IgA formara parte, hizo pensar en un principle que los pacientes con la enferme­
dad de Berger no tenian ICs circulantes, aunque muchas caracten'sticas ch'nicas hacian suponer 
lo contrario. Al llevar a cabo el estudio precedente, observamos que al tratar los sueros a pH écido, 
parte de la IgA que tenfa un coeficiente de sedimentaciôn mayor que 9 S desaparecfa, disminu- 
yendo los porcentajes de IgA en esa zona entre un 2 y un 50% (M = 17% ). En cambio en los sue­
ros normales la IgA mayor 9 S solamente disminula entre un 0 y un 4,24% (M = 1,48% ) (Tabla 
XI). Alrededor del 40% de los pacientes analizados tenian un incremento significativo de ICs de 
IgA de un tamaflo intermedio (9-17 S) (que representaban alrededor del 90% de los ICs). Tenien- 
do en cuenta que sôlo se analizaron a pH écido los pacientes que tenian un aumento significativo
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de IgA 9-13 S (alrededor del 70 % ), las cifras arriba apuntadas estàn algo sesgadas representando en 
realidad alrededor del 28% de la poblaciôn total de pacientes con la enfermedad de Berger.
El porcentaje de pacientes con nefropatia de IgA secundaria a una cirrosis alcohôlica que te­
nian ICs de IgA por esta técnica, era mayor que el de pacientes con la enfermedad de Berger (67% CA 
vs 28% Berger), siendo su tamaflo mâs restringido (el 96% de los ICs en los CA tenfan un tamaflo 
9-13 S mientras que en esa misma fracciôn los Berger tenian aproximadamente el 71% de los ICs 
(Tabla XII). Ademâs, la proporciôn de IgA en forma de ICs disociables a pH 2,8 era sensiblemente 
mayor (42% CA vs 17% Berger).
4.2.2. ICs de IgA ô IgG p or la técnica de las células Raji o por la inlnbiciôn de la anti IgA (Inli-an-
ti IgA).
Se escogieron cuatro contrôles con médias representativas que reflejaban el ran go de todos 
los contrôles y se utilizaron en todas las pruebas. La uniôn obtenida con estos sueros expresado en 
cpm fue utilizada para determinar el limite superior de confianza diario de la poblaciôn normal 
(Ui).
Se estudiaron sesenta y très pacientes a lo largo de cuatro aflos y aproximadamente el 31% 
tenian ICs de IgA por el método de las células Raji, mientras que por el método de la Inh-anti IgA 
sin precipitar con PEG, habia un 36% de pacientes con ICs de IgA. Precipitando con PEG 3,5% ba- 
jaba hasta un 11% (fig. 20). Sorprenden te men te el porcentaje de pacientes con ICs de IgG era ma­
yor (55% ) que el de IgA por cualquiera de las técnicas utilizadas. Aunque por el momento no sabe- 
mos el significado de este hallazgo, el 70% de los pacientes tenian un aumento de IgA polimérica 
y, como es sabido, ésta inhibe la quimiotaxis de polimorfonucleares neutrôfilos (209). Es posible 
que el aclaramiento de los ICs de IgG esta impcdido, al menos temporalmente, y en este sentido, 
veremos mâs adelante que el plasma de estos pacientes inhibe la quimiotaxis de PMNs posiblemen- 
te asociado a la IgA polimérica (ver 4.3.2.).
No habia correlaciôn entre la existencia de ICs de IgG Raji y la actividad de la nefritis ex- 
presada por la apariciôn de microhematuria. Tampoco con los ICs de IgA detectados por el método 
de Inh-anti IgA. Sin embargo, si la habia con los ICs de IgA detectados por las células Raji (Tabla 
XIII). Levinsky y Barrat (119) hablan sugerido que los ICs de IgG son los realmente nefritogénicos 
en niflos con el sindrome de Schônlein-Henoch, pero en nuestro caso pare ce ser que se correlacio- 
nan mejor con una funciôn renal conservada y menor proteinuria (Tabla XIV).
En los 21 pacientes que se estudiô la IgA polimérica por ultracentrifugaciôn, la proporciôn 
de ICs circulantes no diferla de los resultados globales (ICs IgG Raji: 53%, IgA Raji: 43%, Inh-anti 
IgA sin PEG: 43%, Inh-anti con PEG: 17%) siendo por tanto una muestra representativa de la po­
blaciôn total. Al tratar de correlacionar la presencia de ICs con la IgA polimérica observamos que 
el 60% de los pacientes que tenian un aumento de la IgA polimérica también tenian ICs de IgA Ra­
ji (p < 0,05 Wilcoson Test), (Fig. 21 ), mientras que no habia diferencias significativas con los 1<"s 
de IgA detectados por las otras técnicas (incluida la ultracentrifugaciôn a pH 2,8) ni con l«i> l( '■ 
de IgG (fig. 21). AsI mismo, tampoco pudimos encontrar correlaciôn entre los niveles scricos de 
IgA (medidos por inmunodifusiôn radial) y los ICs de IgG ô IgA. El depôsito de IgG en el glomé- 
ndo fue mâs frecuente en aquellos pacientes con ICs de IgG aunque no de forma significativa.
4.2.3. Efecto de la difenilhidantoina (DFH) sobre los ICs.
Mediante estudios seriados comprobamos que los ICs se presentaban a menudo de forma 
intermitente, correlacionândose los ICs IgA Raji con la presencia de microhematuria. Los pacien­
tes tratados con DFH (300 mg./dla) fueron seguidos durante un aflo en su evoluciôn cllnica, his- 
tolôgica y analltica. Los ICs de IgG Raji no variaron significativamente a lo largo del tratamiento, 
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Fig. 20.— Porcentaje de pacientes con la enfermedad de Berger con ICs circulantes. Ui es el limite superior de con­
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Fig. 21.— Correlaciôn entre el % de IgA sérica polimérica (9-13 S) determinado por ultracentrifugaciôn en gra­
diente de sacarosa y la presencia de ICs de diferentes tipos en los pacientes con la enfermedad de Berger. La sig 
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significativamente a los seis meses, siguiendo disminuidos a lo largo de todo el tratamiento. (fig. 22). 
Concomitante mente la hematuria y proteinuria disminuyeron, siendo la primera de ellas estadistica- 
mente significativa. El hecho de que haya una buena correlaciôn entre la presencia de ICs de IgA Ra­
ji y la IgA polimérica elevada, asf como la disminuciôn de ambos por el tratamiento, correlacionân­
dose a su vez con la hematuria, pare ce indicar que de todos los ICs de IgA detectados por las técni­
cas utilizadas, los ICs IgA Raji podrfan servir como indicadores de la enfermedad.
4.2.4. Comparaciôn de los ICs de IgA detectados por las cuatro técnicas.
Un 40% de los pacientes con ICs de IgA Raji tienen a su vez ICs disociables a pH 2,8 medi­
dos por ultracentrifugaciôn y aproximadamente mâs de la mitad (67%) de los que tienen K's dclei 
tables a pH 2,8, también tienen ICs que han activado el complemento (Tabla XIV bis). El hecho 
de que el 60% de los pacientes con ICs detectados por las células Raji no parezcan tener ICs diso­
ciables a pH 2,8 parece indicar que son ICs de gran afinidad por el antfgeno y por tanto poco diso­
ciables. Asi mismo, al estudiar el tamaflo de los ICs detectados por las células Raji, observamos 
que la mayorfa de ellos tenfan un coeficiente de sedimentaciôn muy pequeflo (7-13 S) (Fig. 23) 
y por tanto no podiamos descartar que parte de la IgA que ha activado el complemento esté cir- 
culando sin unirse al antfgeno, por un mecanismo parecido a lo que ocurre con los ICs insolubles 
in vitro (159). Estos por efecto del complemento son solubilizados parcialmente, detectândose por 
ultracentrifugaciôn que en la fracciôn 7 S parte del anticuerpo esta unido a factures del comple­
mento sin la presencia del antfgeno (159).
Es posible que en los pacientes con la nefropatia de IgA los ICs de IgA depositados en el 
mesangio activen el complemento liberando una parte de la IgA a la circulaciôn. La mayor capaci- 
dad de la IgA polimérica para activar el complemento explicarfa el tamaflo de los ICs IgA Raji de­
tectados por nosotros, ya que tienen un coeficiente de sedimentaciôn parecido al de aquella (11 S). 
La poca disociaciôn de la IgA sérica de estos pacientes a pH âcido, también iria a favor de la pre­
sencia en la circulaciôn de una IgA polimérica no unida al antfgeno.
Es posible que las técnicas empleadas detecten ICs de IgA con caracten'sticas inmunoquf- 
micas y biolôgicas muy diferentes, no siendo fâcil la comparaciôn entre unas y otras. Asf, sola­
mente el 30% de los pacientes con ICs de IgA Raji tienen simultàneamente ICs detectados por la 
técnica de Inh-anti IgA sin PEG al 3,5% y viceversa, el 20% de los pacientes con ICs Inh-anti IgA 
tienen a su vez ICs de IgA Raji. (Tabla XIV bis). Aun mâs, al estudiar eltamaflode los tipos de 
ICs detectados simultàneamente en dos pacientes diferentes comprobamos que gran parte de los 
ICs detectados por una técnica no lo eran por la otra. Mâs del 80% de los ICs detectados por la 
Inh-anti IgA tenfan un peso molecular > 700.000 D en ambos pacientes mientras que los ICs 
de IgA Rrji de ese tamaflo eran solamente el 15-20% del total.
Al precipitar con PEG al 3,5% aumenta el numéro de pacientes que tienen simultâneamen- 
te ICs Inh-anti IgA y IgA Raji, aunque no al contrario (Tabla XIV bis). Como la precipitaciôn con 
PEG al 3,5% selecciona los ICs de mayor tamaflo, es posible que se produzca un enriquecimienio 
en ICs de gran peso molecular, entre los cuales una buena parte hayan activado el complemento.
Sin embargo como los ICs Inh-anti IgA PEG 3,5% no tienen correlaciôn alguna con los parâmc- 
tros clfnicos estudiados, no parecen ser los mâs adecuados para el seguimiento de la enfermedad.
Hay que tener también en cuenta que en las condiciones escogidas para precipitar con 
PEG 3,5% (90 min.) se seleccionan los ICs de mayor afinidad en detrimento de los de menor afi­
nidad, sôlo precipitables tras una incubaciôn con PEG 3,5% de 18 a 24 horas (37). Es posible que 
de los ICs detectados por las células Raji sean precisamente los de mayor tamaflo y afinidad los 
de menor importancia patogénica. Los de menor tamaflo son diffcilmente precipitables en las 
condiciones empleadas.
Aunque se han estudiado un numéro muy pequeflo de sueros simultàneamente por la 
técnica de Inh-anti IgA y por ultracentrifugaciôn a p li 2,8, son los que prescntan una mejor co-
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rrelaciôn entre sf (Tabla XIV bis). Todos los sueros con ICs detectados a pH 2,8 también tienen 
ICs por la Inh-anti IgA y viceversa la mayorla de los pacientes con ICs Inh-anti IgA también tienen 
ICs a pH 2,8. El hecho de que haya algunos pacients positivos por la Inh-anti IgA y no por la 
ultracentrifugaciôn a pH 2,8, parece indicar que también hay ICs de gran afinidad poco disociables 
a pH 2,8. Sin embargo al estudiar el tamaflo de esos ICs no coincidfan. El 90% de los ICs detecta­
dos a pH 2,8 tenfan un tamaflo 9-17 S mientras que los detectados con la técnica de Inh-anti IgA 
son mayores que 13 S.
En la nefropatia de IgA secundaria a una cirrosis alcohôlica hay un porcentaje ligeramente 
mayor de pacientes con ICs de IgA R^i(43% CA vs 31% Berger) y Rqji IgG (66,6% CA vs 55% ' 
Berger) mientras que el 100% de los pacientes estudiados tenfan ICs Inh-anti IgA sin PEG, f  rente 
a un 36% en los Berger. Como düimos al principio, en la cirrosis alcohôlica hay una mayor propor­
ciôn de pacientes con ICs pH 2,8 que los Berger (67% vs 28% ) cotroborando una vez mis que, al 
igual que la Inh-anti IgA, son técnicas espaces de detectar una gran variedad de ICs de IgA aunque 
son poco discriminativas. Las células R^i al sekccionar ICs que hayan activado el complemento, 
independiente de su tamaflo, parecen mis adecuadas, dada la correlaciôn con algunos parimetros 
clfnicos, para el seguimiento de la enfermedad.
4.2.5. ICs de IgA polimérica.
El papel especffîco desempeflado por la IgA polimérica tanto en procesos flsiolôgicos como 
patolôgicos planteaba la necesidad de disponer de una técnica que discriminara entre ICs de IgA mo- 
nomérica o ICs de IgA polimérica.
4.2.5.O. Contrôles.
Se utilizaron como contrôles negativos veinticuatro sueros humanos monnaies, en los que se 
midieron ICs IgA Raji y la afinidad de estos por el SC (ver 3.4.3.). Se estableciô el rango de normali- 
dad para ambas técnicas y cuatro sueros representstivos se utilizaron para todas las pruebas (fig. 24). 
Como contrôles positivos se utilizaron dos sueros de pacientes cirrôticos alcohôlicos (El y EM) en 
los que previamente se habfa detectado gran cantidad de ICs de IgA mediante ultracentrifugaciôn en 
gradiente de sacarosa (pH 7,4 y pH 2,8) siendo una gran parte de ellos ICs IgA polimérica (ver 4.1.1.) 
Como puede verse en la tabla XV estos dos sueros también tenfan ICs de IgA detectados por las cé­
lulas R{qi. Cuando incubébamos las células Raji con estos sueros y con el I-SC hubo una uniôn 
significativamente mayor que la de los contrôles. Un tercer suero (A.R.) de un paciente con cirro­
sis alcohôlica pero sin ICs de IgA también mostraba afinidad por el 1-SC que se negativizaba 
al adsorber la IgM, presumiblemente porque se trataba de ICs de IgM, que como se sabe también 
tiene afinidad por el SC (20).
En très sueros mis, dos de ellos no tenfan ni ICs de IgA ni eran SC positivos, mientras que el 
tercero sôlo era positivo para Raji IgA, posiblemente porque se trataban de ICs de IgA monomérica.
4.2.5. b. Uniôn a diferentes concentraciones de suero.
Determinamos la uniôn del SC a las células Raji incubando éstas con diversas concentracio­
nes de un SHN o un suero IgA Raji positivo, antes y después de adsorber la IgM. Como puede ob­
servarse en la fig. 25a, conforme aumentibamos la concentraciôn de SHN sin adsorber, también 
se incrementaba la uniôn del SC a las células Raji, pero siempre por deb*uo de la uniôn obtenida 
incubando con un suero IgA R^i positivo. Una vez adsorbida la IgM, la uniôn del SC a las células 
RiOi incubadas con SHN se negativizaba, mientras que la uniôn a las células incubadas con el sue­
ro R%i IgA positivo permanecfa pràcticamente idéntica. Incubando una cantidad ffja de suero con 
un nP creciente de células la uniôn era dosis-dependiente, alcanzàndose una meseta que parece in­
dicar que el sistema es saturable, (fig. 25b).
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Fig. 24.— ICs de IgA con afinidad por el componente secretorio (SC) detectados en contrôles (n -  24, izquierda de 
la figura) y en pacientes con la enfermedad de Berger (n = 9), derecha) mediante las células Raji. Todos los sueros 
tenian la IgM adsorbida mediante un antisuero anti IgM unido a una Sepharosa 48. Solamente aquellos sueros que 
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Fig. 25.— (a) Uniôn del componente secretorio ( '^ ’ l-SC)a las células Raji después de Incubarlas con Tris-Tyrode 
completo (*), con diferentes diluciones de un pool de sueros normales con IgM (■), con la IgM adsorbida fo), o 
bien con un suero de cirrôtico alcoholico con ICs de IgA polimérica detectados por ultracentrifugaciôn en gra­
diente de sacarosa, con IgM (• )  o sin IgM (o). (b) Uniôn del componente secretorio ('**l-SC) a un numéro cre- 
dente de células Raji incubadas previamente con una cantidad fija de un suero de cirrôtico alcoliôlico con ICs 
de IgA polimérica (diluciôn l/IO )(o ) o con Tris-Tyrode completo (^).









E.M. 1,54 1,01 4,19
A.R. 1,04/ 0 ,99* * 0,86 0,03
M.T. 0,91 0,76 N .D .
R.M. 0,79 0,90 N.D .
S .G . 0,86 1,70 N.D .
4 Ti/Ui représenta el cociente de dividir las cpm unidas a las células Raji en el Siiero 
problema por el limite superior de confianza de la union obtenida con cuatro sueios 
normales.
4 4 TI/UI obtenido después de adsorber la IgM.
/ /  Concentraclon en mg/ml de los ICs de IgA detectados por ultracentrifugaciôn «n 
gradiente de sacarosa ( 5-40% ) a pH 7,4 y pH 2 ,8 .
4 3
4.2.5.c. Detecciôn de ICs de IgAp en enfermedad de Berger.
Después de fijar las condiciones ôptimas para realizar la prueba (ver 3.4.3. ) determinamos 
el porcentaje de pacientes con la enfermedad de Berger que tenfan ICs de IgA polimérica. Como 
puede observarse (en fig. 24) dos de los seis sueros con ICs de IgA positivos, tenfan también ICs de 
IgA polimérica (33%), siendo el porcentaje inferior al de los pacientes con nefropatia de IgA secun­
daria a la cirrosis alcohôlica (66%). Es importante seflalar la necesidad de adsorber la IgM, dada la 
posibilidad de que existan ICs con este isotipo. Inicialmente, el porcentaje de pacientes Raji SC 
positivos en la enfermedad de Berger se acercaba al 50%, pero solamente la mitad tenfan simultânea- 
mente ICs de IgA. Después de la adsorciôn de la IgM solamente los pacientes que tenian ICs de IgA 
segufan siendo positivos para el SC. Algunos pacientes que antes de adsorber la IgM eran Raji IgA 
y SC positivos se negativizaban para este ultimo, indicando por tanto la presencia de ICs de IgA 
rfionomérica. Indirectamente se puede inferior que estos resultados de el 30% de los pacientes con 
la enfermedad de Berger tiene ICs de IgM.
4.2.6. Efecto de una dieta hiperproteica con los ICs circulantes.
Por el momento no sabemos cuâl es el significado de la presencia de ICs de IgA polimcri- 
ca en estos pacientes, pero teôricamente son fâcilmente eliminables y es posible que su presencia 
indique algûn defecto en la eliminaciôn a través de los hepatocitos. Para determinar esta posibili­
dad, un grupo de pacientes con la enfermedad de Berger fue sometido a una dieta hiperproteica 
(ver mat. y métodos, punto 3.4.3 ).
Como es sabido, diversas macromoléculas son capaces de atravesar la barrera intestinal y 
actuar como antfgenos. En los individuos normales se producen generalmente aunque no exclusi- 
vamente, anticuerpos del tipo IgA encargados de su eliminaciôn (4).
4.2.6. a. Individuos normales.
Después de la ingesta, en los individuos normales se producen ICs de IgA Raji (3/7) que 
son râpidamente eliminados de la circulaciôn (entre las 2-6 h.) (fig. 26a inferior). En dos de ellos 
habfa un incremento en los niveles de ICs IgA Raji, aunque estaban todavfa dentro de los valores 
normales establecidos para la prueba (Ti/Ui menor 1,0). En los contrôles con ICs IgA Raji positi­
vos se observaba un perfil idéntico incubando las células Raji con I-SC libre, lo que era com­
patible con la formaciôn ICs de IgA polimérica (fig. 26a media). No se observô ningùn aumento 
en los niveles de ICs de IgG Raji, mientras que los ICs de IgA, detectados por la prueba de Inh- 
anti IgA, aparecfan tardfamente permaneciendo a las 24 h. 4 de ellos (67% ) por encima de los 
valores normales (fig. 27).
4.2.6. b. Pacientes con nefropatia de IgA.
En los seis pacientes el comportamiento tras la ingesta hiperproteica fue bien distinto.
En aquellos pacientes que tenfan previamente ICs IgA Raji (4/6) habfa una desapariciôn total 
o parcial de los mismos a las dos horas de la ingesta (fig. 26 b inferior). Posteriormente habfa 
un aumento a las 6 horas, permaneciendo dos de ellos por encima de los valores considerados 
normales a las 24 h. Solamente uno de ellos se correlacionaba con el perfil obtenido con los 
ICs Raji SC, por lo que presumible men te la mayorfa tenfan previamente ICs de IgA monoméri­
ca. Dos de los pacientes permanecieron en todo momento dentro de los valores normales. La 
proporciôn de ICs IgA Inh-anti IgA a las 24 h. era menor que en los contrôles (33% vs 67% )
(fig. 27).
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Fig. 26.— Evoluciôn de k>s ICs circulantes después de una dieta hiperproteica en contrôles (A, izquierda de la flgura) 
y en pacientes con la enfermedad de Berger (B, derecha). En la parte inferior de la flgura se representan los ICs detec­
tados por las células Raji; en la parte central los ICs con aflnidad para el componente secretorio (SC) (ICs de IgA po­













Fig. 2 7 .-  Evoluciôn de los ICs de IgA (Inh an tl-l^ ) en contrôles (parte inferior de la flgura) y en pacientes con 
la enfermedad de Berger (parte superior), después de una dieta hiperproteica.
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4.2.6.C. Presencia de anticuerpos espect'ficos contra antigenos alimentarios.
Parece claro que una ingesta hiperproteica produce grandes cambios en los niveles de ICs de 
IgA, tanto en individuos normales como en pacientes. La bajada de ICs Raji IgA en estos iiltimos 
parece indicar que los antfgenos alimentarios estân implicados o al menos iiifluyen en la composi- 
ciôn de los ICs de IgA. Para tratar de confirmarlo intentamos correlacionar los niveles de ICs de un i 
clase determinada (IgA o IgG) con la presencia de anticuerpos contra una serie de antfgenos alinn n 
tarios (albûmina sérica bovina y ovoalbùmina) de pequeflo peso molecular, capaces de atravesar la 
barrera intestinal. Sorprendentemente, en los contrôles los mâximos niveles de anticuerpos anti-albû­
mina bovina (BSA) se alcanzaban justo antes o después del mâximo de ICs de Raji IgA, no correla­
cionândose con ninguna técnica. Es posible que se traten de ICs de IgG no activadores del comple­
mento o que estén formados por otra inmunoglobulina no detectable por las técnicas utilizadas. So­
lamente dos pacientes hacfan anticuerpos anti-albûmina bovina permaneciendo el resto muy por de­
bajo de los contrôles.
Con respecto a los anticuerpos anti-ovoalbûmina, (OVA), los très contrôles que hacfan ICs 
de IgA Raji, se correlacionaban estrech.imente con los niveles de aquéllos. Habfa un mâximo de an­
ticuerpos antiovoalbûmina entre las dos y seis horas después de la ingesta, coincidiendo con el mâ­
ximo de los ICs IgA Raji. (fig. 26 A superior). Posteriormente desaparecieron, permaneciendo sola­
mente uno de ellos positivo a las 24 horas. En los cuatro pacientes que tenfan inicialmente ICs IgA 
Raji tampoco producfan anticuerpos antiovoalbûmina.
Teniendo en cuenta que previamente a la incubaciôn con BSA u OVA marcadas con ’’*1, 
los sueros eran precipitados con PEG al 3,5%, y sometidos a pH âcido, los niveles de anticuerpos 
anti-BSA o anti-OVA corresponden realmente a los niveles de ICs circulantes en los cuales la BSA 
o la OVA son los antfgenos. Por lo tanto, podrfamos concluir que la formaciôn de ICs, después de 
una ingesta hiperproteica, parece ser un mecanismo fisiolôgico normal encargado de la eliminaciôn 
de antfgenos de origen alimentario, y aunque se puede n formar ICs con inmunoglobulinas de dife­
rentes tipos, la IgA polimérica pudiera tener un papel prépondérante en la eliminaciôn de estos antf­
genos.
La tendencia a persistir de los ICs de IgA Raji en los pacientes con la enfermedad de Berger, 
después de una cafda inicial tras la ingesta, parece indicar un defecto del aclaramiento de los ICs 
activadores del complemento quizâ provocado por una hiperproducciôn de los mismos (^estimula- 
ciôn antigénica excesiva? ), o bien el restablecimiento de un equilibrio con los ICs depositados des­
pués de la brusca disminuciôn de los ICs circulantes.
4.3. Papel de la IgA polimérica sérica de los pacientes con la enfermedad de Berger en la modulaciôn 
de algunas funciones leucocitarias.
4 .3 .1. Efecto del plasma de los pacientes con la enfermedad de Berger sobre la migraciôn de PMNs.
Teniendo en cuenta que habfamos demostrado previamente la existencia de elevados niveles
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de IgA polimérica en el suero de los pacientes con la enfermedad de Berger (121), nuestro inteiés Ini­
cial fue el saber si el plasma de estos pacientes tenfan un efecto inhibidor del movimiento de los 
PMNs, como ocurre en los pacientes con la enfermedad alcohôlica hepàtica (208) o en pacientes con 
mieloma de IgA (209). Como puede observarse en la tabla XVI, el plasma de los pacientes con la ne- 
fropatfa de IgA, tanto fresco como inactivado a 56°C durante 30 min, produc fa una disminuciôn 
significativa de la migracipn dirigida de PMNs normales utilizando casefna como citotaxina. No se 
observaron diferencias entre los niveles séricos de las inmunoglobulinas y el efecto inhibidor. Las con­
centraciones séricas de C3, C4, y del proactivador del C3 fueron normales en todos los pacientes.
4.3.2. Efecto de la IgA polimérica y  monomérica de!plasma de pacientes con la enfermedad de
Berger sobre la quimiotaxis de PMNs normales.
Muestras de plasmas de très pacientes y dos contrôles fueron fraccionadas mediante filtradôn 
en Ultrogel AcA22, equilibrado con PBS o por ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa (5-40% ) 
y se separaron en très fracciones formados por: fracciôn I: IgA que aparecfa en el pico de la co- 
lumna de Ultrogel AcA22 (PM > 600.000 D); fracciôn II; IgA con IgG o inicio del 2° pico e inicio 
del 3° (fig. 28). Todas las fracciones eran concentradas por ultrafiltraciôn hasta una concentraciôn fi­
nal de IgA o IgG de 5 mg/ml. Se adsorb fa la IgM y después de una reducciôn y alquiiaciôn (ver méto­
dos) se hacfa una inmunodifusiôn doble de las fracciones I y II para comprobar la presencia o no de 
cadena J. Solamente la fracciôn I daba una banda de precipitaciôn con un antisuero anticadena J mo- 
noespecffico (fig. 29). Esta fracciôn que contenfa por tanto IgA polimérica producfa una inhibidto 
de la migraciôn de PMNs dosis dependiente (fig. 30), perdiéndose totaimente después de la adsordôn 
de la IgA con un inmunoadsorbente anti IgA humana. (fig. 31).
Aunque la mayor parte de la actividad inhibidora en los très sueros se encontrô en la fracdôn
1, también se encontrô en un plasma algo de inhibidôn en la fracdôn II (frac. I: 33,6% vs 16,8% frac. 
II) (fig. 28). Después de adsorber la IgA todavfa habfa una inhibiciôn residual del 5%.
Teniendo en cuenta que los ICs de IgA o IgG también son posibles inhibidores de la migraciôn 
de PMNs (91, 104 y 105) se determinô la presenda de ambos tipos de ICs en las diferentes fracdones. 
En un padente se detectaron ICs de IgA de un tamaflo mayor que 690.000 D (fig. 28), predsamente 
las fracciones con mayor actividad inhibitoria de la migradôn dirigida de los PMNs. Este efecto podfa 
ser atribuido a los ICs en sf o a la presenda de IgA polimérica en esos ICs detectada por una técnica 
anteriormente descri ta (ver 4.2.5.). Otros inmunocomplejos de tamaflo intermedio tenfan un efecto 
inhibidor menor (fracciôn 2, fig. 28) o no tenfan ninguno (fracdones 7—8 fig. 32). En este ûltimo 
suero las fracciones donde la IgA polimérica aparece (alrededor de US) (fracciôn 5, fig. 32) mostraban 
un efecto inhibitorio significativo sin que se detectaran ICs de IgA o IgG. Ademés, recordemos que 
el porcentaje de ICs de IgA en estos padentes varfa entre un 11 y un 40% segûn la técnica empleada 
y el de los ICs de IgG fue del 55%, mientras que la inhibiciôn de la migraciôn de los PMNs ocurriô en 
todos los plasmas de los padentes estudiados. La actividad inhibidora residual observada en la fracdôn
2, fig. 28, al adsorber la IgA puede ser debida a la existencia de ICs de IgG en esta fracdôn.
Dado que la IgA polimérica o agregada présenté en el plasma humano normal podrfa inhibir 
la migraciôn de PMNs normales ( 184), se podrfa objetar que los resultados aquf presentados no tienen 
ninguna significaciôn. Pero hay que tener en cuenta que la cantidad de plasma humano normal nece- 
sario para obtener IgA polimérica suficiente para detectar una actividad inhibitoria, es 2—3 veces ma­
yor que la utilizada con plasmas de pacientes con la enfermedad de Berger. En este sentido, la frac­
ciôn I obtenida de 5 ml de plasma de un pool de 10 sujetos normales en las mismas condidones que 
los plasmas de los pacientes, tenfa una concentradôn de cadena J indétectable por inmunodifusiôn 
doble dimensional y el indice quimiotàctico de 15 plasmas normales no fraccionados era de 135 
vs 142 con MI99 y no se observô inhibiciôn de la migradôn de PMNs en las fracciones obtenidas en­
tre 150.000 y 1.5.10* D.

















i  % 
f i














Fig. 28.— Inhibiciôn de! movimiento dirigido por un suero de un paciente con la enfermedad de Berger, despuôs 
del fraccionamiento en una columna de Ultrogel AcA22 (2,6 x 70 cm.) equilibrada con PBS. FI es la fracci6t que 
contiene ICs de IgA detectados por las células Raji y por las inhibiciôn de la anti-lgA y tiene un peso molecular 
entre 700.000 y 1,5 x  10* D. F2 es la fracciôn que contiene ICs de 1 ^  e ^  con pesos moleculares entre 150.000 
y 600.000 D. F3 es la fracciôn que contiene cantidades mfnimas de ICs de IgA e 1 ^  con pesos moleculares por 
debajo de 150.000 D. La Ifnea discontinua de la parte inferior de la Hgura muestra el limite superior (Media 1 2 
Desviaciones standard) de la inhibiciôn del movimiento dirigido obtenido incubando las células con medio TC 
199.
(A) (B)
Fig. 29 -  (A ) Detecciôn de la cadena J por inmunodifusiôn radial. PocBlos: (a) Anti-cadena J, (1) y (3) 
IgM redudda y alquHada, (2) IgM sin reducir, (4) y (6) FI de la fig. 28 reducida y alquHada, (5) FI sin redu- 
cir, (c) anti-1^, (b) anti-1^. (B)Detecciôn de la cwlena J; (a) anti.cadena J, (1) Fracciôn 7 y 8 de la fig.
32 sin reducir (2) Id. reducida y alquilada, (3) y (5). Fracciôn 7 y  8 de la fig. 32 reducida y  alquHada, (4) y 









Fig. 3 0 .-  Dosis dependencia de la inhibiciôn del movimento dirigido inducido por la IgA 9-17 S de un paciente 







FI FI sin IgA
Fg. 31. Efecto de la adsorciôn de la IgA polimérica de un paciente con la enfermedad de Berger sobre el movi­
miento dirigido de los PMNs normales. En la parte izquierda de la figura se représenta la inhibiciôn de la FI de la 
fig. 28 antes de adsorber la IgA. A la derecha se représenta la misma fracciôn sin IgA. Las barras representan la 
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Fig. 32.— Inhibiciôn del movimento dirigido inducido por el suero de un paciente después de una ultiaceitrifuga- 
dôn en gradiente de sacarosa (5-40%). Solamente se detectaron ICs de IgA por el método de las céhilaa R^i. La 
fracciôn S, donde se espera, que la IgA polimérica aparezca, no tenfa ICs de IgA pero mostraba el mayor pncen- 
ta)e de inhibiciôn. Las fracciones 7 y 8 que conteafmn ICs de IgA de pequeflo tamaflo pero no tenfa 1 ^  piHmé 
rka no producfa ninguna inhibiciôn.
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neutrôfilos por el suero de los pacientes con la enfermedad de Berger, esta completamente unido a la 
IgA, principalmente sus fracciones poliméricas, ya sea en forma de inmunocomplejos o no.
4.3.3. Funciôn fagocitaria y  quim iotàctica de los PMNs de los pacientes con la enfermedad de Berger.
Dado que la acciôn del plasma de estos pacientes sobre ta degranulaciôn (175 y ! 77) y la mi­
graciôn dirigida de los PMNs normales no va acompafiada de una fagocitosis efectiva de la IgA, se po­
drfa pensar en una alteraciôn funcional permanente de los PMNs. Sin embargo, ni la fagocitosis de 
agregados de IgG, ni la liberaciôn de 0-  glucuronidasa subsiguiente esta alterada en los PMNs de es­
tos pacientes (Tabla XVII). Asf mismo, los PMNs migran normalmente frente a diferentes estfmulos 
quimiotâcticos y la migraciôn al azar tampoco esta alterada (Tabla XVIII). Por liltimo, la actividad 
quimiotàctica espontânea generada por los plasmas frescos y sin activar de los pacientes era significa­
tivamente mayor que la de los plasmas contrôles (Tabla XIX), probable mente por una activaciôn del 
complemento in vivo. (113).
4.4. Manejo de la IgA por el sistema mononuclear fagocftico (SMF).
4.4.1. Aislamiento de IgG.
En la fig. 33a se représenta el perfil de eluciôn de una IgG humana obtenida después de pasar 
por una columna de celulosa DEAE-DE.52 equilibrada en tampon fosfatos 0,01 M pH 8,0, un sue­
ro de mieloma de IgG humano, precipitado previamente con (NH 4 ), SO4 al 50%, pH 7,4, y equilibra­
do en el mismo tampon. La IgG se detectô por inmunodifusiôn doble dimensional frente al un suero 
de conejo anti-cadenas y  humanas (Operon, Espafla), y se hizo un pool de aquellas fracciones que da- 
ban una banda de precipitaciôn. Se concentrô por ultrafiltraciôn hasta una concentraciôn de 10 mg/ 
ml y se comprobô la piireza de la muestra por lEF con diverses antisueros monoespecfficos (fig. 33b). 
El coeficiente de sedimentaciôn (75) se determinô por ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa 
(5-40%) segûn técnica (3.2.3.).
4.4.2. Aislamiento de IgA monomérica.
En la fig. 34 a, esta representado el perfil de la IgA monomérica policlonal eluida de una co­
lumna de celulosa DEAE—DE-52 con tampôn fosfatos 0,05 M pH 7,0 de un suero de un cirrôtico 
con una hipergamma-globulinemia de IgA e IgG. (previamente, el suero habfa sido precipitado con 
(NH4 )} SO4 al 50% p/v pH 7,4 y la IgG elufda pasando la fracciôn -y—globulfnica por la misma co­
lumna de celulosa, equilibrada con tampôn fosfatos 0,015M pH 7,5). Después de lavar exhaustiva- 
mente la columna con el tampôn de eluciôn, se recogfan las fracciones donde se detectaba IgA por 
inmunodifusiôn doble bidimensional, con un suero de conejo anti-cadenas a humanas, se concentra 
ban hasta el volumen original y se pasaba por una columna de Ultrogel AcA 34 equilibrada en PBS 
para eliminar posibles contaminantes de mayor o menor peso molecular (fig. 34 b). El pico donde 
elufa la IgA se concentraba hasta obtener una concentraciôn de IgA de 10 mg/ml. y se comprobaba 
el grado de pureza por lEF de forma similar a la IgG (fig. 34 C). Cuando se detectaba alguna impure- 
za (generalmente IgG) la muestra se purificaba de nuevo pasàndola por un inmunoadsorbente anti­
cadenas y humanas (fig. 34 b).
4.4.3. Aislamiento de IgA polimérica.
Para obtenerla, era necesario eluir las protefnas unidas a la celulosa DE-52 (después de 
aislar la IgA monomérica) con un gradiente de molaridad, partiendo de tampôn fosfatos0,05 MpH 
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Fig. 33. (a) Perfil de eluciôn de una IgG humana de una columna de Cetulosa DEAE (D E -52 Whatman, 5 x 30 cm) 
equUibrada con fosfatos 0.01 M pH 8.0 (b) Inmunoelectroforesis de la IgG eluida en la columna anterior conceiitrada 
a 10 mg/ml. En les pocillos 1,3,5 y 7 se puso un suero humano normal (Quantitrol, Kallestad) y en los pocillos 2, 4 
y 6 la muestra problema. En las trincheras se puso: (A) antisuero humano total,(B ) anti-IgG,(C) anti-IgA,(D)anti- 
IgM, (E) anti a2 macroglobulina, (F) a n ti-a l  antitripsina.
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perfil obtenido. Las fracciones positivas para IgA se concentraban hasta 10 mg/ml y se comprobaba 
la pureza por IDD. Como contaminantes principales habfa IgM e IgG que eran ellminadas mediante 
filtraciôn en Ultrogel AcA22 (fig. 33 b). De nuevo las fracciones positivas para IgA pero negativas 
para IgM e IgG eran concentradas y comprobada la pureza por lEF (fig. 35 c).
4.4.4. Aclaramiento sangutneo de h s  agregados de IgA (A. IgA) e IgG (A. IgG).
Se prepararon agregados solubles de IgA o IgG segûn la técnica descrita en 3.6.1., seleccio- 
nando aquellos que ten fan un peso molecular similar (1—2.10* D) mediante filtraciôn en columna 
de Ultrogel AcA22 (fig. 36).
El aclaramiento sangufneo de A—IgA y A—IgG inyectados i.v. a ratones normales (3.6.2) se 
muestran en la fig. 37. Ambos agregados eran eliminados de la sangre râpidamente segûn una recta 
(en coordenadas semilogarftmicas) durante los primeros cinco min., al cabo de los cuales, cl 80% de 
la A-IgG y A-IgA habla sido eliminada de la circulaciôn. Sin embargo, desde los 60 min. httita las 
24 h después de la inyecciôn, habfa diferencias significativas entre la eliminaciôn de las dos protei- 
nas, siendo més lento el de la A-IgA que el de la A-IgG (t 1/2 = 10,03 vs 7,52 h. respectivamente). 
Las cpm contadas en sangre durante estos perfodos fue considerada como verdaderos agregados, por* 
que eran TCA precipitables en mâs del 94%.
4.4.5. Captaciôn tisular de la A -IgA  y  A-IgG.
A los 5,10,30,60 min y 24 h después de la inyecciôn de los agregados, el hfgado, el bazo, ri- 
flones y pulmones eran procesados como se describe en métodos, ver sec. (3.6.2 ). Los porcentajes 
de A—IgA y A-IgG depositados en el hfgado en lelaciôn a la dosls total inyectada se expresa en la 
fig. 38 a. El porcentaje de radioactividad a los 5 min. era aproximadamente el mismo para ambos 
agregados. Sin embargo, a partir de los 30 min. iniciales, la cantidad de A—IgA depositada en el hf­
gado era significativamente mâs grande que la A—IgG hasta 24 h después de la inyecciôn. Estos da- 
tos sugieien que la A—IgG depositada en el hfgado era eliminada râpidamente, siendo la tasa de eli­
minaciôn y/o catabolismo mâs alta que la tasa de captaciôn. Por el contrario, durante la primera ho­
rs de inyecciôn, la cantidad de A-IgA en el hfgado era la misma. Estos resultados pueden interpre- 
tarse como que la IgA depositada era removida y/o catabolizada muy lentamente, al menos al prin- 
cipio, y/o que la tasa de captaciôn hepâtica de A-IgA era mâs alta que la tasa de aclaramiento.
La captaciôn renal se describe en la fig. 38 b. Aunque a los 5 min., la A—IgA depositada en 
el riflôn no era significativamente mâs alta que la A—IgG, el comportamiento de ambos agregados 
en este ôrgano es paralela a la del hfgado; es decir, la tasa de eliminaciôn y/o catabolismo de la 
A—IgG era siempre mâs râpida que el de la A—IgA.
La cantidad de agregados depositados en el bazo y pulmones a los cinco minutos era del 
1—2% de la radioactividad total inyectada, no habiendo diferencias significativas durante los perfo­
dos estudiados (datos no mostrados).
4.4.6. Catabolismo de la A —IgA y A —IgG depositada en el higado y riflôn.
Los cortes de hfgado y riflôn de ratones inyectados con A-IgG y A-IgA, eran incubados 
durante 4 h a 3 T  C y se comparaba el catabolismo neto de los agregados. Los datos de 3 experimen- 
tos diferentes estân resumidos en la fig. 39. El catabolismo hepâtico de la A-IgG era significativa­
mente mâs alto que el de la A-IgA (29,4 ± 2,5 vs 11,54 ± 4,26 p < 0,01 ). El catabolismo renal de 
la A—IgG fue solamente del 4,36 ± 4,3% de la A-lgG depositada. El catabolismo de la A-lgA era 
prâcticamente nulo. Cuando se inyectaban dosis mâs altas habfa diferencias similares.
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Los expérimentes se realizaron en presencia de suero fresco de cobaya al 10%, suero inactiva- 
do por el calor o con soluciôn salina tamponada (PBS). A las très dosis que se probaron (1,5 y 10 mp 
de A—IgG) los macrôfagos peritoneales unfan y catabolizaban cantidades significativamente mâs 
grandes de A—IgG que de A—IgA en presencia de PBS (fig. 40).
En presencia de suero fresco de cobaya al 10%, habfa un incremento en la uniôn de la A- Igti 
a los macrôfagos, (desde un 22,6 ± 1% hasta 42,8 ± 1,6% ). No se observaron cambios en la frncciôn 
catabolizada (18,2 ± 3,5% vs 17,3 ± 2% respectivamente). La uniôn a los macrôfagos de ambos agrega­
dos era similar en presencia de suero inactivado por el calor que con tampôn, por tanto, el incremento 
en la uniôn de la A-IgG a los macrôfagos favorecida por el suero presumible mente de be ocurrir por 
una activaciôn del complemento. Este fenômeno no se observa con la AlgA, no pareciendo que el 
complemento tenga algûn papel en el procesamiento de estos agregados. Es mâs, la disminuciôn 
de la uniôn y el catabolismo observados en presencia de suero fresco o inactivado, sugiere que, puede 
haber una inhibiciôn competitiva inducida por la IgA del suero de cobaya. Como no observamos un 
consumo apreciable de la actividad hemolitica del complemento (CH50) después de la incubaciôn del 
suero de cobaya con la A-IgA, parece poco probable su solubilizaciôn por efecto del complemento.
Los resultados obtenidos en los exprimentos realizados con agregados de IgA e IgG, podriaii 
resumirse en que el menor aclaramiento sangufneo de los agregados de IgA respecte a los de IgG y cl 
mayor depôsito en riflones son una consecuencia clara de un peor manejo de aquellos agregados cnn 
el sistema mononuclear fagocftico. Como se utilizô una IgA multimérica, no sabfamos si el compor­
tamiento serfa idéntico con agregados formados con IgA monomérica o polimérica exclusivamente, 
ni tampoco cômo afectarfa la agregaciôn por el calor a la uniôn de la IgA (monomérica o polimérica) 
a una serie de receptores celulares especfficos claramente definidos en la literatura y que hemos co- 
mentado brevemente en la introducciôn (1.4. y I.5.2.C.5.). En un intente de profundizar mâs en 
la relaciôn de los ICs de IgA con el sistema mononuclear fagocftico y los hepatocitos realizamos las 
siguientes experiencias, utilizando agregados de IgA monomérica y polimérica y comparand o su com­
portamiento con el de las mismas proteinas sin agregar.
4.4.8. Aclaramiento sangm'neo de IgA polimérica y  monomérica agregada o no.
El aclaramiento sangufneo de las 4 proteinas inyectadas se muestra en la fig. 41. Se puede 
subdividir en dos componentes cada une de elles agrupando a todos los punies que se ajustan a una 
recta en coordenadas semilogarftmicas y que por tanto, tienen una velocidad de aclaramiento similar. 
Después de la agregaciôn, la vida media del componente mâs râpido de la IgAm disminuye de 2,5 h 
hasta 4,2 min., mientras que aumenta la proporciôn de protefna que desaparece de la circulaciôn 
sangufnea, con esta tasa de aclaramiento (desde un 75% hasta un 80% ). La vida media del componen­
te râpido de la IgAp disminuye desde 22 min. a 1,8 min y la proporciôn de protefna con esta tasa 
aclaramiento (desde un 89% hasta un 81%). Es decir, nuestros resultados mostraban que la agregaciôn 
de las protefnas provocaba un incremento significativo en su aclaramiento del plasma sangufneo, 
siendo ta A—IgAp la que tenfa una velocidad de aclaramento mayor, dos veces superior a la de la 
IgA monomérica agregada.
El componente mâs lento de la curva, también llamada “fase de eliminaciôn o de catabolis­
mo”, también se ve afectada por la agregaciôn. Asf, habfa una disminuciôn de la vida media de la 
IgAm desde 22,3 horas hasta 10,03 horas, mientras que el de la IgAp sôlo variaba ligeramente (desde 
12,38 h a 10,09 h). En conjunto estos resultados parecen indicar que la agregaciôn no sôlo favorece 
el aclaramiento inicial de las proteinas inyectadas (primera fase de la curva) sino que también aumen­
ta el catabolismo posterior determinado por la segunda fase de la curva del aclaramiento sangufneo.
4.4.9. Captaciôn especifica por los ôrganos.
Dado que se ha observado que la IgAp es captada por el hfgado por un mecanismo activo.
M0 M0*S M0+Sinact.
Fig. 40. Uniôn y catablismo de A-IgG (■) o A-IgA (o) por microfagos peritoneales 
incubados durante 3 h a 37'C. Mo: Macrôfagos incubados con los agregados en pre> 
sencia de tampôn: Mo + S: Macrôfagos incubados con agr. y suero de cobaya fresco 
al 10%. Mo + S inact.: Id en presencia de suero de cobaya calentado a 56**C durante 
30 min. Los valores lepresentan la media 1 DS de très experimentos diferentes. * 






Fig. 41. Aclaramiento sangufneo de IgAm (•), A-IgAm (o), IgAp (■) y A-IgAp (°) 
inyectados i.v. en ratones. Cada punto représenta la media ± DS de très ratones.
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apareciendo posteriorm ente en la bills, decid im os estudiar e l d ep ôsito  tisular de la IgAp e IgAm agre- 
gadas para determinar de que m od o afectaba la agregaciôn a d ich o  m ecanism o. A los c inco min. de 
la inyecciôn  (fig. 42 a), el porcentaje de radioactividad depositada en el hfgado fue del 50-60%  para 
am bos agregados, no habiendo diferencias estad fsticas entre ellos. Por el contrario, la captaciôn de 
la IgAp no agregada era significativam ente mas alta que la IgAm . La tasa de elim inaciôn y /o  catabo­
lism o, expresado por la cafda de cpm  observada a partir de los 5 m in. fue significativam ente mâs ten­
ta para la A -Ig A p  hasta las 14 h después de la inyecciôn .
La captaciôn renal de las proteinas se detalla en la fig. 4 2  b. C inco m inutos después de la in­
yecc iô n , la IgAp agregada o  n o , se deposita  en mayor cantidad que la IgAm. Adem és la elim inaciôn  
y /o  catabolism o de la A -I g A p  era significativam ente mâs len to  que las otras protefnas hasta las 24  h 
de seguim iento. El hecho de que los niveles sangufneos de IgAm eran siem pre mâs elevados que los 
de la A —IgAp, pero su d ep ôsito  m enor, sugerfan que el tam aho y probablem ente sus caracterfsticas 
fisicoqufm icas diferentes (ejem plo; carga), podfan ser im portantes para determ inar el d epôsito  rénal.
La cantidad de IgAm  depositada en el bazo y en los pu lm ones era prâcticam ente nula. Des­
pués de la agregaciôn m enos del 1% de la A —IgAm inyectada se depositaba en am bos ôrganos. Por 
el contrario, airededor del 10% de la IgAp se encontraba en los pulm ones a los c inco m inutos des­
pués de inyecciôn  y un 3% de la IgAp perm anecfa cuatro horas después. Sin em bargo, la agregaciôn 
de esa proteina provocaba una dism inuciôn del 9% en la captaciôn por los pulm ones. El increm ento  
en la captaciôn esplânica después de la agregaciôn fue desde un 0,2% hasta un 1,5% (datos no m os­
trados).
4.4.10. Estudios de inhibiciôn cruzada in vivo.
Estudiam os la especifidad de la captaciôn hepâtica de esas protefnas, mediante una inyec­
ciôn de un exceso  de IgG agregada (A —IgG). Esta dosis produc fa un increm ento de los niveles san­
gufneos de 5 ^ g  de ‘” 1—IgG  dîsde un 18 ± 1,7% hasta 3 0  ± 13,6% a los 3 0  min. Com o puede verse 
en la fig. 4 3 , la captaciôn hiepàtica de la IgAm podfa ser bloqueada en un 40%, m ientras que la IgAp 
era bloqueada en un 25%. P o r e l contrario, la captaciôn hepâtica de la IgAm o IgAp n o  estaban 
prâcticam ente afectadas. D iadoque la A -I g G  es manejada principalm ente por las células de Kupffer 
del hfgado (1 2 8 ) , estos resm itajos sugierén que los agregados de IgA (polim érica o  m onom érica) de- 
ben ser también aciarados e n  parte por las células m ononucleares del hfgado, mientras que la IgA 
no agregada (polim érica o  m o)se debe elim inar por otras células com o los hepatocitos o bien a tra- 
vés de receptores d iferen tes  de( receptor para el Pc de la IgG en las células de Kupffer.
4.4.11. Uniôn de las difereinte; proteinas a los hepatocitos.
Era por tanto intereesaite determ inar si la IgAp podfa  unirse a los hepatocitos después de la 
agregaciôn y si tal uniôn estfgbl m ediada SC. U tilizando hepatocitos aislados confirm âm es que la 
IgAp se unfa significativam ienti m âs a los hepatocitos que el resto de las proteinas (fig. 4 4 ), y ade- 
mâs observam os que habfa untd ism in uciôn  de al m enos 5 veces en la uniôn de la IgAp por efecto  
de la agregaciôn. No habfa idifffencias entre la uniôn de la IgAm y de la A -Ig A m  (airededor del 
1% ). La uniôn de la IgA seœrebria y de la A - lg G  era del 3 .2 7  ± 0 ,0 6  y 2 ,27  ± 0 ,7 7  respectivam en­
te, (fig. 44).
Se determ inô la un iiônm  un rango de concentraciones, desde 10 hasta 40  u g /3 .10' células 
(fig. 4 5 ), para ver si habfa um afependencia  de la concentraciôn. Efectiva m ente, la uniôn de la 
IgAp era dosis dependiente; noalcaaizândose una meseta incluso con dosis m ayores de 100 ug. Por 
el contrario la uniôn de la /A —%Ap y de la IgAm era m ucho m enor que la de la IgAp, alcanzando  
la IgAm una m eseta con  dorsis nucbo m enores.
Para tratar de saberr si I unflôn de estas proteinas a los hepatocitos era a través de recepto­
res diferentes, realizam os ejxpeiencias de inhibiciôn com petitiva en las cuales la IgAp, A -Ig A p  o
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Fig. 44. Union de IgAp ("), A-IgAp ( b ) ,  IgAm (■), A-IgAm (■), IgAs (■), 
A-IgG (# )a  los hepatocitos aislados después de una incubaciôn de 30 min 
a 22“C. Los valores representan la media ±DS de cinco experimentos reali­
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Fig. 45. Uniôn de diferentes concentraciones de IgAp (• ) , A-IgAp (o) y 
IgAm (o) a hepatocitos aislados despuds de una incubaciôn de 30 min a 
22*C. Cada punto représenta la media ±DS de très experimentos.
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IgAm marcadas con ‘*’ 1 en dosis muy pequeflas se incubaban en presencia o en ausencia de una dosis 
100 veces mayor de IgAp o A-IgG no marcados. Como vemos en la fig. 46, la IgAp no marcada indu­
ce a una inhibiciôn del 90% de la uniôn de la '*’1- IgAp mientras que se obtuvo menos del 20% de 
inhibiciôn cuando se utilizô A—IgG. Por el contrario, la IgAp inhibfa ce rca de un 20% la uniôn de la 
'**I-A-!gAp mientras que la IgAp o A-IgG no inhibfan la uniôn de la *^*I-IgAm. La A-IgG tam­
poco inhibfa la uniôn de la " 'I-A -Ig A p .
Por tanto, los experimentos de inhibiciôn competitiva son compatibles con la hipôtesis de que 
la IgA polimérica o monomérica se unen a los hepatocitos a través de diferentes receptores. La menor 
uniôn de la A—IgAp comparada con la IgAp y la poca habilidad de ésta para inhibir la uniôn de la 
A—IgAp indica que la propiedad de la IgAp de unirse a los hepatocitos por medio del SC esta muy 
reducida por efecto de la agregaciôn. La Poca inhibiciôi inducida por la AlgG sobre la uniôn de la 
IgAp, A—IgAp o IgAm esta de acuerdo con la idea de que la IgG e IgA se unen a los hepatocitos a 
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Fig. 46. Efecto de la IgAp o A-IgG (1 mg) sobre la uniôn de 10 ug de 
“ *I-IgAp(»), ‘“ l-IgAm(n), “*l-AlgAP(o) a hepatocitos aislados 
después de una incubaciôn de 30 min a 22"C. Los valores representan 
la media ± DS de très experimentos.
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5. DISCUSION
Tanto la enfermedad de Berger como el sindrome de Schonlein-Henoch tienen muchas carac­
terfsticas en comûn (143 y 214). Clfnicamente sôlo las manifestaciones extrarrcnales parecen cppen<< 
una enfermedad de otra. La IgA parece jugar un papel central en ambas entidades aunque no se \epa 
cual es con exactitud.
La IgA sérica esta elevada en el 50—70% de los pacientes con la enfermedad de Berger (29,
35, 43, 48 y 206), no encontrandose ninguna correlaciôn entre los niveles de IgA y los pardmetros 
clfnicos o histolôgicos. Parece caracterfstico de esta enfermedad el mantener siempre unos niveles al­
tos o bajos de IgA sérica contrariamente a lo que ocurre en los pacientes con el sfndrome de Schon­
lein—Henoch en los cuales los niveles elevados de IgA se correlacionan con las fases agudas bajando a 
niveles normales después de la desapariciôn del brote (199). Ademas, por razones desconocidas, la 
IgA sérica tiende a ser mâs baja en pacientes con insufîciencia renal (48). Algunos au tores han rela- 
cionado los niveles elevados de IgA sérica con un curso favorable de la enfermedad (43), no encon- 
trando una relaciôn entre la IgA elevada y el sistema HLA (48).
El incremento de los niveles de IgA sérica no es especffico de estas nefropatfas, porque valo­
res similares o incluso mâs elevados se han encontrado en otras glomerulonefritis como en el lupus 
eritematoso sistémico e incluso en glomerulonefritis sin depôsitos de IgA (50).
La relaciôn entre la IgA y las enfermedades hepâticas, concretamente con la cirrosis alcohô- 
lica, se ha discutido durante los ûltimos ah os (2, 10, 92 y 98). Se ha encontrado frecuentemente un 
incremento policlonal de IgA e IgG probablemente contra antfgenos adsorbidos a través del intesti­
ne (185). Los niveles de IgA se han correlacionado con el dafto hepâtico (92) y se ha observado una 
producciôn aumentada de IgA e IgG en lin foci tos procedentes de pacientes con cirrosis alcohôlica e 
hipergammaglobulinemia (12). Los pacientes con enfermedades hepâticas tienen secundariamente 
glomerulonefritis (25 y 145) y el depôsito prédominante de la IgA en glomérulo es muy destacable. 
En una serie el 61% de los pacientes con cirrosis hepâtica (el 90% de los cuales tenfan cirrosis alco­
hôlica) presentaban, en el momento de la autopsia, depôsitos granulates de IgA en el glomérulo (10).
La posibilidad de que existiera una IgA sérica anormal en la enfermedad de Berger habfa si­
do sugerida por otros autores (II y 114), pero nuestro grupo fue el primero en aportar un estudio 
detallado de las caracterfsticas bioqufmicas de la IgA de esta nefropatfa (120 y 121). El 70% de los 
pacientes tenfan un incremento de la IgA con coeficientes de sedimentaciôn mayores que 9 S. El 
tratamiento de los sueros a pH âcido sôlo reducfa parcialmente esta proporciôn, indicando la pre­
sencia de ICs de IgA.
Igualmente en el sfndrome de Schônlein-Henoch y en la cirrosis alcohôlica hay un aumen- 
to porcentual y en valores absolu tos de la IgA polimérica (ver 4.1). El hecho de que en las très en­
fermedades haya individuos que tienen unos valores normales, sugiere la necesidad de hacer estudios 
seriados para comprobar si es una caracterfstica permanente. Al estudiar en dos ocasiones diferentes 
a dos pacientes con la enfermedad de Berger, no sometidos a ningûn tratamiento, los resultados fue- 
ron desiguales. En uno de ellos la IgA polimérica permanecfa por encima de los contrôles en un in- 
tervalo de 9 meses, mientras que en el otro pasaba de tener inicialmente una IgA polimérica normal 
a un incremento de très veces por encima de los contrôles.
Las caracterfsticas inmunoqufmicas (tamafio, subclase) de la IgA depositada en el gloméru­
lo en las très enfermedades todavfa no estâ totalmente establecido. La enfermedad de Berger y el 
sfndrome de Schônlein-Henoch se producen a menudo, después de infecciones de las vfas respira- 
torias altas o trastornos gastrointestinales; y en la cirrosis alcohôlica se ha detectado ICs circulantes 
contra antfgenos alimentarios. Parecfa, por tanto, probable que la IgA depositada procediera de las 
secreciones externas, aunque solamente se ha podido encontrar depôsitos de IgA secretoria de for­
ma ocasional (134). Otros autores han encontrado depôsitos prédominantes de IgA 2 (3) que no han 
podido ser confirmados (33). Nosotros hemos encontrado depôsitos de IgA polimérica en el 80% de 
los pacientes con la enfermedad de Berger y en el sfndrome de Schônlein-Henoch y en el 100% de
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los pacientes con cirrosis alcohôlica, siendo confirmados por Bene y col. (8) utilizando la misma meto- 
dologfa. Aunque estos hallazgos en sf son importantes, la técnica utilizada no permite mis que una 
apreciaciôn semicuantitativa de la proporciôn de IgA polimérica en relaciôn al total de la IgA depod* 
tada.
Mediante la eluciôn a pH âcido de la IgA depositada en los rifiones de pacientes con cirrosis 
alcohôlica hemos podido conflrmar la presencia de IgA polimérica asf como una disminuciôn de la re­
laciôn IgA monomérica; IgA polimérica, no siendo por tanto un mero reflejo de la IgA sérica. La fâ- 
cil disociaciôn a pH âcido sugiere que parte estâ depositada en forma de ICs.
Aunque se cree que los ICs circulantes tienen un papel patogénico en el desarroHo de las glo­
merulonefritis humanas, los resultados han sido conflictivos (18, 151 y 201). El depôsito granular de 
la IgA en el mesangio de las très enfermedades estudiadas en esta tesis sugerfa el depôsito de ICs cir­
culantes. Sin embargo, los primeros intentos de encontrarlos fueron infructuosos, tanto en la enfer­
medad de Berger (40, 180 y 201) como en et sfndrome de Schônlein-Henoch (18). En la cirrosis 
alcohôlica se habfan detectado ICs de IgG (5, 101, 157 y 220) pero solamente en algunos de estos 
estudios también se describfa la presencia de ICs de IgA (157 y 220).
El desarroUo posterior de técnicas especfficas para la detecciôn de ICs de IgA (99 y 119) ha 
confirmado su presencia en el sfndrome de Schônlein-Henoch. Nuestro grupo fue uno de los prime­
ros en ver que los pacientes con la enfermedad de Berger tenfan ICs de IgA mediante una técnica po­
co utilizada en estudios rutinarios como es la ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa (120 y 
121). Otros autores han descrito la presencia de ICs en esta nefropatfa sin especificar si se tratan de 
ICs de IgA o IgG por técnicas no basadas en la füaciôn del complemento (64 y 190) y mâs reciente- 
mente Woodroffe y col. (220) pudieron detectar ICs de ambos tipos mediante la fqaciôn del Clq.
Nosotros hemos utilizado cuatro técnicas para detectar ICs de IgA con diferentes propieda- 
des en pacientes de las très enfermedades oscilando entre un 11 y un 100% segûn la técnica emplea- 
da. La falta de correlaciôn con la clfnica de la mayorfa de los I(2s exceptuando los IgA Rgji sugiere 
la necesidad de tener en cuenta otras caracterfsticas de los ICs taies como el tamafio, activaciôn del 
complemento o la afînidad para asignarles un papel patogenético o simplemente para servir de indi- 
cadores de la enfermedad. La combinaciôn en los ICs de IgA R^ji de varias caracterfsticas diferencia- 
les como pequeflo tamafio, activaciôn del complemento, poca precipitabilidad con PEG al 3,5% ha- 
cen que sean firmes candidates para servir de indicadores de la actividad clfnica en la enfermedad de 
Berger.
Cada técnica debe detectar un tipo de IC diferente, ya que hay escasa correlaciôn entre ellas. 
Asf, en la enfermedad de Berger, solamente un 20% de los patentes con ICs de IgA por las células 
R^i también tienen ICs por la técnica de la inhibiciôn de la anti IgA, sin precipitar con PEG 3,5%.
La precipitaciôn aumenta el porcentaje de pacientes que tienen ICs de ambos tipos, pero todavfa 
mâs de la mitad de los pacientes con ICs IgA Raji no tienen ICs Inh-anti IgA, quizâ por ser aquéllos 
poco precipitables y por tanto de pequeflo tamafio. Esto fue confirmado posteriormente mediante 
ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa de muestras seleccionadas.
La disociaciôn a pH âcido y posterior ultracentrifugaciôn parece ser la técnica que mejor 
se correlaciona con el resto, indicando su idoneidad para detectar todo tipo de ICs, sin embargo, 
una parte de los pacientes con ICs Inh-anti IgA o Raji IgA no tienen simultâneamente ICs por ul­
tracentrifugaciôn a pH 2,8. Estos resultados parecen indicar que un porcentaje de los ICs tienen una 
fuerte afinidad por el antfgeno y por tanto no son disociables en las condiciones empleadas o bien 
que una parte de lo que detectamos como ICs sea en realidad IgA polimérica o agregada.
El tamafio de los ICs detectados por las diferentes técnicas también parece ser diferente. Los 
I(2s IgA R^i son los mâs pequefios (7-13 S), seguidos de los disociables a pH âcido (9—17 S) mien: 
tras que los inh-anti IgA son mayores que 13S. En la cirrosis alcohôlica los ICs circulantes disocia­
bles a pH âcido tienen un tamafio mâs restringido (9—13 S) que los de la enfermedad de Berger, sien­
do sin embargo similares a los depositados en el mesangio.
Sorprendentemente los ICs de IgG son los mâs abondantes (55% de los pacientes). Teôrica-
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mente y teniendo en cuenta el efecto supresor de la IgA polimérica sobre la fagocitosis y quimiotaxis 
de los PMNs (ver 4.3.), uno puede imaginar que el aclaramiento de los ICs de IgG esté disminuido.
Asi mismo, la inyecciôn de agregados de IgA a ratones demuestra que son eliminados por el sistema 
mononuclear fagocftico menos eficientemente que los agregados de IgG (ver 4.4.). Por tanto. la ma­
yor persistencia de los ICs de IgG en comparaciôn con los de IgA en los pacientes con la enfermedad 
de Berger, estâ a favor de un defecto en el aclaramiento de los ICs de IgG, posiblemente mediado por 
la IgA polimérica. En este sentido la evoluciôn de estos ICs después del tratamiento con difenilhidan- 
toina no fue homogéneo, disminuyendo en aquellos pacientes que tenfan la IgA polimérica elevada 
antes del tratamiento y que como consecuencia de éste bajaba a niveles normales (49 y 51 ). En los 
pacientes que tenfan la IgA polimérica normal o no les bajaba por efecto de la difenilhidantoina tam­
poco cambiaban los ICs de IgG.
Una diflcultad adicional en la interpretaciôn de los resultados sobre las ICs es la observaciôn 
de que no todos son dafiinos. La formaciôn de ICs es un mecanismo fisiolôgico normal que sirve para 
eliminar râpidamente antfgenos potencialmente peligrosos. Asf, la formaciôn de anticuerpos de gran 
afinidad del tipo IgG en la respuesta secundaria sirve para una râpida eliminaciôn del antfgeno en 
comparaciôn con la formaciôn de anticuerpos del tipo IgM de baja afinidad en la respuesta primaria. 
También la formaciôn de ICs de IgA después de la comida parece ser un mecanismo fisiolôgico nor­
mal a la luz de los experimentos que hemos descrito en 4.2.6. y los realizados por otros (168).
En aquellos experimentos hemos observado que aunque se pueden formar ICs con otras in- 
munoglobulinas, la IgA polimérica podrfa tener un papel prépondérante en la eliminaciôn de antfge­
nos procedentes de la alimentaciôn. Asf, los individuos normales formaron ICs de IgA polimérica 
contra la albùmina de huevo que se eliminô râpidamente de la circulaciôn. La mayorfa de los pacien­
tes con la enfermedad de Berger estudiados por nosotros tenfan previamente ICs circulantes de la 
clase IgA que eran modificables con la sobrecarga antigénica que supone la dieta hiperproteica. La 
brusca cafda de los ICs de IgA Raji después de la sobrecarga pudo deberse a la formaciôn de ICs de 
IgA de mayor tamafio y mâs fâcilmente eliminables. También es posible que a tiempos mâs cortos 
fuera posible detectar ICs de IgA polimérica que se habrfan eliminado râpidamente por la activaciôn 
del complemento y/o la uniôn a los hepatocitos actuando sinergfsticamente. Del mismo modo si ini­
cialmente se hubiese producido un exceso de antfgeno, los ICs que se formasen, no serian ca- 
paces de activar el complemento (la IgA sôlo es capaz de activar el complemento eficientemente 
cuando estâ prôxima a la zona de equivalencia) y serfan indétectables por las células Raji. A su vez 
serfan poco precipitables con PEG 3,5% y eso explicarfa la bajada en los niveles de anticuerpos anti- 
ovaibùmina. En cualquier caso hay una recuperaciôn posterior en los niveles de ICs de IgA, seguido 
de una nueva cafda, quizâ coincidiendo con un nuevo aporte antigénico. La tendencia a persistir en 
la circulaciôn los ICs de IgA en pacientes con la enfermedad de Berger parece indicar una hiperpro- 
ducciôn y/o una incapacidad para eliminarlos.
En dos pacientes la sobrecarga antigénica provocô la disminuciôn de los niveles de ICs de IgA 
sin llegar a negativizarlos. Coincidiendo con esta bajada habfa una brusca subida en la afinidad de los 
ICs por el SC, (fig. 26) como si el porcentaje de ICs de IgA polimérica hubiese aumentado en relaciôn 
al total de ICs de IgA. Dado que hay un equilibrio dinâmico entre los ICs circulantes y depositados, 
la eliminaciôn brusca de un determinado tipo de 1C de IgA puede provocar la liberaciôn de ICs o an­
ticuerpos de IgA polimérica depositados en los tejidos. En este supuesto los ICs circulantes no serfan 
totalmente representativos de los depositados.
La causa de la elevaciôn de la IgA polimérica en los pacientes de las très enfermedades estu­
diadas no estâ completamente elucidada. El aumento de la IgA polimérica y de los ICs circulantes 
pueden ocurrir secundariamente por un aclaramiento inadecuado de antfgenos de origcn bacteriano, 
vfrico o alimentario o altemativamente como consecuencia de una disfunciôn de los linfocitos B o 
de la autorregulaciôn de los linfocitos T.
Con respecto a la primera posibilidad, se han publicado en los ûltimos afios una serie de tra- 
bajos acerca del papel central del hfgado en el aclaramiento de la IgA polimérica a través del compo-
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nente secretorio como receptor (57, 94, 142, 152,158,170 y 181). Esta forma de transporte tam­
bién sirve para ICs en los que la IgA polimérica forma parte (158, 170 y 181), eliminândose antfge­
nos procedentes del tracto intestinal de una forma râpida y eficaz. Si por cualquier causa este meca­
nismo falla (aporte excesivo de antfgeno o de anticuerpo, destrucciôn de los hepatocitos, obstruc- 
ciôn del conducto biliar) se produce una retenciôn de la IgA polimérica en el suero (95 y 118). Aun­
que todavfa no se ha demostrado un mecanismo similar en el hombre, la existencia de elevados nive­
les de IgA monomérica y polimérica en los pacientes con la nefropatfa de IgA (ver 4 .1), asf como 
de IC!s de ambos tipos (ver 4.2 ), sugiere que también en humanos tiene un papel activo en el aclara­
miento de la IgA.
Con respecto a la segunda posibilidad, recientemente hemos observado que la estimulaciôn 
policlonal de los linfocitos de sangre periférica de pacientes con la enfermedad de Berger; induce la 
producciôn de una mayor cantidad de IgA polimérica que los contrôles (46). Asf mismo se observô 
un incremento de los linfocitos T cooperadores y una falta de supresiôn tras la estimulaciôn con 
concanavalina A, posiblemente por una falta de regulaciôn de los linfocitos T (45 y 46). Igualmen­
te los linfocitos de pacientes con cirrosis alcohôlica tienen trastornos en la producciôn de inmuno- 
globulinas o trastornos de regulaciôn (102 y 185). Sin embargo, el defecto en la regulaciôn de la 
producciôn por parte de los linfocitos T no tiene necesariamente que ser la causa de la producciôn 
excesiva de IgA. Asf, aunque en el lupus eritematoso diseminado se ha postulado que la deflciencia 
en los T supresores estâ relacionada con la hipergammaglobulinemia y con la formaciôn de autoan- 
ticuerpos (108 y 171) cada vez hay mayor evidencia de la existencia de un estadio primario en el 
que la activaciôn de los linfocitos B es totalmente independiente de la infhiencia de los linfocitos T 
(30, 39, 140, 141 y 187).
Recientemente se ha observado la capacidad de la IgA polimérica de infiuir en la expresiôn de 
los linfocitos Ta con fenotipo de células supresoras (80). Sakai y col. (172) han encontrado que los 
pacientes con la nefropatfa de IgA tienen un aumento de los linfocitos Ta de naturaleza cooperado- 
ra. De confirmarse estos hallazgos, los trastornos observados en las poblaciones de linfocitos regula- 
dores de la producciôn de inmunoglobulinas en esta enfermedad (28,45,46, 173 y 174), podrfan 
ser explicados como un trastomo secundario a una activaciôn policlonal de linfocitos B. Segûn esta 
explicaciôn mâs que una deflciencia de influencias supresoras lo que deberfa existir serfa una prepon- 
derancia absoluta de influencias capaces de inducir la diferenciaciôn de muchos clones de linfocitos 
B a células plasmâticas productoras de IgA.
En animales de experimentaciôn se han descrito muchos activadores policlonales inducto- 
resen una hipergammaglobulinemia (164). Determinados carbohidratos como el dextrano B 1355 
o el pneumococo tipo III conjugado con DNP producen una respuesta de anticuerpos de IgA y se­
cundariamente el depôsito de la IgA y otras inmunoglobulinas en el mesangio (90). En la nefropatfa 
de IgA primaria o secundaria es probable que haya un aporte excesivo de antfgenos procedentes del 
intestino o de las vfas respiratorias altas (5, 50 y 220) que podrfan iniciar un incremento en la pro­
ducciôn de la IgA polimérica. Esta a su vez podrfa inducir cambios en la inmunorregulaciôn que 
aumentarfan y perpetuarfan la hiperproducciôn de IgA (185).
Los mecanismos de depôsito de la IgA y su persistencia en el mesangio son desconocidos.
Los resultados presentados aquf (ver sec. 4.4.4.) muestran que los agregados de IgA (A—IgA) solu­
bles, utilizados como un modelo de ICs, son aciarados peor de la circulaciôn sangufnea de los rato­
nes, que los agregados de IgG (A—IgG). A priori esto podfa interpretarse de varias formas. La mayor 
facilidad para activar el complemento de la A—IgG respecto a la A—IgA podrfa ser una de las razo­
nes. Sin embargo, parece ser que el aclaramiento de ICs solubles in vivo es independiente del comple­
mento (17 y 128). Estos autores también demuestran que el tamafio de los ICs tiene un papel impor­
tante en su eliminaciôn de la circulaciôn, aunque ese no sea nuestro caso ya que ambos agregados tie­
nen el mismo peso molecular. Esto sugerirfa que la clase de inmunoglobulina que forma parte del 
agregado o IC tiene que ser crftica para su aclaramiento. En este sentido, la IgA difïere de la IgG en 
su contenido en carbohidratos que parecen tener una gran importancia en su eliminaciôn, al menos 
en cierto tipo de ICs (196). Ademâs, los ICs de IgA polimérica pueden eliminarse de la circulaciôn 
a través de los hepatocitos por un mecanismo especffico independiente de las células de Kupffer 
(158, 170 y 181).
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La localizaciôn de la A—IgA en el hfgado y en los rifiones era, inicialmente, del mismo rango 
que la A-lgG aunque su eliminaciôn fue mâs lenta. Los estudios en ôrganos aislados sugieren que 
puede deberse, al menos en parte, al menor catabolismo de la A-lgA respecto a la A—IgG. Es mâs, 
la A-lgA prâcticamente no era procesada por el riilôn.
Las células de Kupffer tienen un papel central en la eliminaciôn de los ICs en los que la IgG 
forma parte (128, y secciôn I.5.3.C.I.) y son équivalentes en muchos aspectos a los monocitos/ma- 
crôfagos présentés en la circulaciôn y en otros ôrganos. Por otra parte, estudios recientes han esta­
blecido que en ciertos tipos de glomerulonefritis expérimentales y humanas hay in filtraciôn de mo- 
nocitos/macrôfagos en el glomérulo, que pueden contribuir a mantener la integridad glomerular fa- 
gocitando las partfculas depositadas, o bien perpetuar el dailo inducido por la activaciôn de diversos 
mecanismos inflamatorios (188). Por estas razones decidimos estudiar la uniôn y el catabolismo de 
los agregados de IgA e IgG por los macrôfagos peritoneales (ver 4.4.7.). Estas células unen y cataboli- 
zan menos A—IgA que A-lgG y la adiciôn de complemento no parece tener ningûn papel en el pro­
cesamiento de la A—IgA, contrariamente a lo observado con la A-IgG o A-IgM (107 y 211 ), segu- 
ramente porque no tienen el tamafio suficiente para una activaciôn efectiva del complemento.
Aunque inicialmente no se detectaron receptores para la IgA en monocitos/macrôfagos 
(117) recientemente Fanger y col. (53) han demostrado su presencia en esas células utilizando una 
metodologfa diferente. Los datos presentados aquf estân de acuerdo con la presencia de al menos 
una subpoblaciôn de macrôfagos con receptores para la IgA. Asf, aunque la uniôn y catabolismo 
de la A—IgA es pequeflo puede ser inhibido considerable mente con la adiciôn de suero inactivado 
por el calor, probablemente por la presencia de IgA sérica.
La importancia de estos resultados para la comprensiôn de la patogenia de las glomerulone­
fritis mesangial de IgA es todavfa especulativa, pero el hecho de que los ICs de IgG o IgA se encuen- 
tren frecuentemente en el suero de los pacientes de las très enfermedades pero sea siempre la IgA la 
que esté depositada en el mesangio podrfa ser explicado por la mayor dificultad en la eliminaciôn 
de los ICs de IgA respecto a los de IgG. Si, ademâs, te nemos en cuenta que los linfocitos de los pa­
cientes con la enfermedad de Berger producen dos veces mâs IgA polimérica que los contrôles, es 
posible imaginar que el aclaramiento de la IgA circulante estarâ todavfa mâs dificultada.
Aunque se piensa que la captaciôin hepâtica y la eliminaciôn de inmunogregados es una fun- 
ciôn de las células de Kupffer (128), hay también bastante evidencia de que los hepatocitos tienen 
un papel en este aclaramiento. Se han descrito varios receptores en estas células, algunos ya mencio- 
nados a lo largo de la discusiôn: a) Receptores para el Fc de la IgG y para el factor C3 del comple­
mento (82); b) Receptores para el Fc de la IgA (81 ); c) Receptor SC para la IgA polimérica (72) y 
d) Receptores para las asialoglocoproteinas (196).
Los resultados obtenidos inyectando i.v. agregados de IgA polimérica (A-IgAp) o monomé­
rica (A—IgAm) (ver resultados en 4.4.4 ), muestran que el aclaramiento sangufneo de las dos protef­
nas puede dividirse en très fases. En la primera el aclaramiento de la A-IgAp es mâs râpido que el 
de la A—IgAm después hay una fase intermedia en la que el aclaramiento de la A-IgAp parece sa 
turarse alcanzando una meseta mientras que la A-lgAm sigue eliminândose râpidamente. Por lilfimo. 
la tercera fase (de eliminaciôn o catabolismo) parece ser similar para ambas protefnas.
Estos resultados se correlacionaban muy bien con lo obtenido a nivel del hfgado. Inicial­
mente la captaciôn hepâtica de la A-lgAp era mayor que la de la A-lgAm pero mientras que esta 
ûltima segufa eliminândose râpidamente durante todo el tiempo de la experiencia, la A-IgAp sufrfa 
un retraso de casi 1 hora antes de apreciarse alguna eliminaciôn.
Al estudiar la uniôn de estas proteinas agregadas y sin agregar a hepatocitos in vitro observa­
mos que la uniôn de la IgA polimérica disminufa dramâticamente por efecto de la agregaciôn, proba­
blemente por afectarse la uniôn al componente secretorio. Sin embargo, la uniôn al receptor para el 
Fc no parecfa estar afectado al menos por los resultados obtenidos mediante la inhibiciôn de la 
uniôn con IgA polimérica sin agregar y con IgG agregada.
Aunque la eliminaciôn mâs lenta de la A-IgAp respecto a la misma protefna sin agregar po-
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dfa ser explicado en base a la menor union a los hepatocitos observada in vitro y por los resultados 
obtenidos in vivo con ICs de IgA polimérica por otros autores (158), resultaba sorprendente que la 
A-IgAm se eliminara mâs eficientemente que la A-IgAp. Asf, la uniôn de esta ûltima protefna a los 
hepatocitos era siempre mayor que la de la A-IgAm y no se conoce ningûn mecanismo especffico 
de eliminadôn para esta protefna. Sin embargo, la mayor inhibiciôn de la captaciôn hepâtica de la 
A-IgAm por la A—IgG respecto a la A-IgAp obtenida in vivo (ver resultados en 4.4.10), parece in­
dicar que los agregados de IgA monomérica pueden ser eliminados, al menos en parte, a través de las 
células de Kupffer. En este sentido se ha observado que los ICs de IgM en exceso de anticuerpo son 
eliminados por las células de Kupffer a través de los restos de manosa (196). Al igual que la IgM, la 
IgA también tiene gran cantidad de restos de manosa que deben estar ocultos en estado libre pero 
que pueden manifestarse cuando la protefna se une al antfgeno o quizâ por efecto de la agregaciôn.
Estos resultados sugieren que debe haber varios mecanismos mediante los cuales se capta la 
IgA por el hfgado dependiendo de la presencia de polfmeros y de la agregaciôn o no. La IgA polimé­
rica es reconocida por receptores especfficos taies como el SC y el receptor para el Fc en los hepa­
tocitos mientras que la IgA monomérica es reconocida exclusivamente a través del receptor para el 
Fc en los hepatocitos. La agregaciôn de la IgA polimérica disminuye la efîcacia de la uniôn d  recep­
tor SC en los hepatocitos mientras que la IgA monomérica agregada parece compartir mecanismos 
de eliminaciôn con la IgG agregada (presumiblemente vfa células de Kupffer).
Es importante destacar que la IgA polimérica (agregada o no) es captada en mayor propor­
ciôn por los rifiones respecto a la IgA monomérica, posiblemente porque haya otros factores que 
influyan en la captaciôn, ademâs de la cantidad y el tamafio, relacionados con las propiedades ffsico- 
qufmicas de la IgA polimérica como la carga neta diferente.
En los ûltimos afios se han ido decantando una serie de propiedades biolôgicas de la IgA po­
limérica que la diferencian claramente de la IgA monomérica o de la IgA secretoria. Se ha observado 
que la IgA polimérica de los pacientes con cirrosis alcohôlica o con mieloma de IgA inhibe la qui­
miotaxis de polimorfonucleares neutrôfîlos normales (PMNs) (208 y 209). En nuestro estudio he­
mos observado que el suero de los pacientes con la enfermedad de Berger inhibe la quimiotaxis o mi- 
graciôn dirigida de PMNs normales y de acuerdo con los experimentos de adsorciôn de la IgA, este 
fenômeno parece estar relacionado con la IgA polimérica.
Se empleô suero completo en la mayorfa de los experimentos debido a la propensiôn de la 
IgA a agregarse con las manipulaciones (79). Asf, en un estudio reciente la inhibiciôn de la quimio­
taxis por la IgA aislada de sueros normales fue atribuida a formas de alto pero molecular, probable­
mente IgA agregada (104). No podemos excluir que la IgA monomérica en forma de ICs pueda ejer- 
cer un efecto similar. Sin embargo, solamente el 10—40% de los pacientes tenfa ICs de IgA detecta­
dos por las células Raji o la técnica de Inh-anti IgA, mientras que la inhibiciôn de la migraciôn diri­
gida fue en el 100% de los pacientes.
No sabemos cuâl es la razôn por la que los PMNs de los pacientes con la nefropatfa de IgA 
tienen una migraciôn al azar y dirigida normales, pero se ha observado que la IgA unida a la mem- 
brana de los PMNs aislados de sangre periférica disminuye marcadamente después de varios lavados. 
La existencia de una actividad citotâctica elevada en el plasma fresco de estos pacientes puede ser 
debida a una cierta activaciôn del complemento in vivo porque se han encontrado elevados niveles 
de C3d en el suero (113).
Estos hallazgos refuerzan el papel modulador que la IgA polimérica ejerce sobre diversos me­
canismos inflamatorios (186). Asf, la IgA polimérica inhibe el movimiento dirigido de neutrôfîlos y 
eosinôfîlos asf como la actividad bactericida de neutrôfîlos (207, 208 y 209). También inhibe el efec­
to bacteriolftico mediado por el complemento de los anticuerpos IgG e IgM (44,68 y 76) o la fagoci­
tosis mediada por la IgG (219). La IgA polimérica elevada en el suero de los pacientes con nefropa­
tfa de IgA puede inhibir el movimiento y la fagocitosis de PMNs y/o monocitos y prolongar la presen­
cia de ICs en la circulaciôn, facilitando el depôsito en el mesangio.
Es posible imaginar que tanto los genes del sistema HLA como otros genes que controlan fun-
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clones antfgeno no especfficas, asf como factores ambientales, sean necesarios para que se produzca 
la enfermedad (7 y 14). De hecho, en algunos familiares sanos de estos pacientes se ha encontrado un 
incremento de los linfocitos portadores de IgA (174), un factor antinuclear que actûa en frfo (147) y 
un aumento de los linfocitos T cooperadores respecto a los T supresores. Igualmente algunos de ellos 
producfan in vitro gran cantidad de IgA polimérica sin ninguna manifestaciôn clfnica aparente. De 
forma similar en los familiares de pacientes con lupus eritematoso diseminado, enfermedad autoin- 
mune por excelencia, se han observado anormalidades en los linfocitos T supresores sin manifestacio­
nes clfnicas (140).
Estos hechos estân a favor de que hayan factores inmunogenéticos en esta entidad aunque 
no hay resultados unânimes respecto a la relaciôn de los antfgenos del sistema HLA con el desarro- 
llo de la enfermedad (50). En la dermatitis herpetiformis se ha encontrado una predominancia del 
haplotipo HLA—B8/DRW3 (116), antfgeno asociado con varias enfermedades autoinmunes y con 
defectosen la funciôn de aclaramiento del sistema mononuclear fagocftico. En nuestra casufstica el 
40% de los pacientes tipados tenfan el haplotipo DR3 (frente a un 18% de la poblaciôn normal) con 
un riesgo relativo de 3,03 por encima de los contrôles (no estadfsticamente significativo) (48).
Aunque todavfa quedan muchos aspectos por resolver, las très enfermedades estudiadas pre- 
sentan muchas caracterfsticas en comûn. Tienen aumentada la IgA polimérica en el suero y, ademâs, 
estâ depositada en el mesangio de la mayorfa de los pacientes. Los ICs circulantes de IgA e IgG de­
tectados en el suero tiene un as caracterfsticas muy similares: presencia de IgA polimérica en su 
composiciôn y son de un tamafio similar.
La IgA polimérica sérica inhibe la migraciôn dirigida de los PMNs en la enfermedad de Ber­
ger y en la cirrosis alcohôlica (208) y a nivel celular los linfocitos presentan trastornos de produc­
ciôn y de regulaciôn (50). Clfnicamente tienen muchas manifestaciones comunes, sugiriendo meca­
nismos patogenéticos renales comunes y, por ello, sugerimos denominarlas como enfermedades de 
la IgA polimérica (47).
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6. CONCLUSIONES.
A. En los pacientes con cirrosis alcohôlica y  nefropatia de IgA existe en el suero un aumento 
significativo de la concentraciôn de IgA en las fracciones mayores que 9 S. Parte de esa IgA esti en 
forma de inmunocomplejos (ICs) porque es fâcilmente disociable a pH 2,8. La afinidad por el com­
ponente secretorio confirma la naturaleza polimérica de la IgA comprendida entre las fracciones 
9-13 S.
La fâcil eluciôn a pH âcido de la IgA depositada en los rifiones de pacientes con esta enfer­
medad, asf como la disociaciôn de la IgA recuperada al tratarla de nuevo a pH 2,8 sugiere que dicha 
IgA podrfa estar en forma de ICs. La afinidad por el componente secretorio indica que parte es IgA 
polimérica. Estos resultados se confirmaron al estudiar la afinidad por el componente secretorio de 
las biopsias renales. El 100% de los pacientes estudiados tienen IgA polimérica depositada en el me­
sangio glomerular. Esta IgA no parece ser un mero reflejo de la IgA sérica puesto que la proporciôn 
de IgA polimérica depositada es mayor que la IgA polimérica circulante.
En el sindrome de Schônlein-Henoch el 40% de los pacientes tiene la IgA polimérica sérica 
elevada y el 80% de las biopsias estudiadas tienen depôsitos de IgA polimérica.
En la enfermedad de Berger la proporciôn de pacientes con la IgA polimérica sérica elevada 
es mayor que en el sfndrome de Schônlein-Henoch (70% ) observândose un porcentaje similar de 
biopsias con la IgA polimérica depositada.
B. La determinaciôn de ICs de IgA se realizô por cuatro técnicas diferentes asf como la de ICs 
de IgG por las células Rgji. El porcentaje de pacientes con ICs de IgA en la enfermedad de Berger 
oscila entre un 11% con la técnica de Inh-anti IgA predpitando previamente con PEG al 3,5% ; 28% 
por ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa; 31% por las células Rsqi y un 36% por la técnica 
de Inh-anti IgA sin precipitar con PEG. El 55% de los pacientes tiene ICs de IgG.
Hay muy poca correlaciôn entre las diferentes técnicas empleadas, lo que parece indicar 
que detectan ICs con propiedades inmunoqufmicas y biolôgicas diferentes. La técnica que se co- 
rrelaciona mejor con las restantes es la ultracentrifugaciôn a pH 2,8. Algunos pacientes con ICs de 
IgA Raji o Inh-anti IgA no parecen tener simultâneamente ICs disociables a pH 2,8. Es posible que 
se traten de ICs con mucha afinidad por el antfgeno y por tanto poco disociables o bien de IgA po­
limérica o agregada.
El tamafio de h s  ICs de IgA detectados por las células Raji es relativamente pequefio (7-13 
S), siendo algo mâs grandes los disociables a pH 2,8 (9-17 S) y relativamente grandes los detectados 
por la técnica de Inh-anti IgA (> 13 S). Aunque todas las técnicas parecen capaces de detectar ICs 
de cualquier tamafio, sôlo una pequefia parte de los ICs fueron detectados por ambas técnicas en 
dos pacientes con ICs de IgA Raji e Inh-anti IgA.
Habfa una buena correlaciôn entre los ICs de IgA Raji y la presencia de hematuria y el au­
mento de la IgA polimérica. Esos ICs son los ûnicos que disminuyen con el tratamiento con difenil- 
hidantofna. Posiblemente los ICs mâs adecuados para el seguimiento de la enfermedad son aquellos 
que tienen un tamafio pequefio, han activado el complemento y son poco precipitables (debido a la 
poca afinidad por el antfgeno o porque se trate de IgA polimérica activadora del complemento sin 
la presencia del antfgeno).
En la nefropatia de IgA secundaria.a una cirrosis alcohôlica (CA) hay un porcentiye de pa­
cientes ligeramente mayor con ICs de IgA Rsui que en la enfermedad de Berger (43% CA vs 31% 
Berger) y Raji IgG (66,6% vs 55% Berger), mientras que el 100% de los pacientes estudiados tienen 
ICs Inh-anti IgA sin PEG, frente a un 36% en los Berger. También hay mayor proporciôn de pacien­
tes con ICs disociables a pH 2,8 (67% CA vs 28% Berger). Los ICs detectados por ultracentrifuga­
ciôn a pH 2,8 en los sueros de pacientes con cirrosis alcohôlica y  nefropatia de IgA y los ICs depo­
sitados en el mesangio tienen el mismo tamafio (airededor de 9-13 S).
Hemos puesto a punto, por primera vez en la literatura, un nuevo método para detectar in-
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munocomplejos de IgA polimérica basado en la fijaciôn de esa inmunoglobulina por el componen­
te secretorio. Previamente es necesario eliminar la IgM por inmunoadsorciôn para evitar falsos po- 
sitivos; a continuaciôn se determinaron los ICs porel método de las células Raji y, posteriormen­
te, se aftadiô el componente secretorio marcado con *** I. Con esta técnica hemos mostrado que 
aproximadamente el 33% de los pacientes con la enfermedad de Berger e ICs de IgA Raji presen­
tan ICs de IgA polimérica, mientras que los pacientes con cirrosis alcohôlica y  nefropatia de IgA 
los tienen en un 66%.
Hemos comprobado que en los individuos normales los ICs de IgA polimérica desaparecen 
râpidamente de la cirulaciôn tras la ingesta de una dieta hiperproteica. La persistencia de los mis- 
mos en pacientes con la nefropatia de IgA, parece indicar un defecto en el aclaramiento de este 
tipo de ICs o una hiperproducciôn por un estfmulo antigénico exagerado. El perfil de los ICs de 
IgA obtenidos tras la dieta hiperproteica se corresponde con el perfil de los anticuerpos anti-ovo- 
albûmina tanto en los contrôles como en los pacientes, indicando que la producciôn de ICs de IgA 
es un mecanismo fisiolôgico normal de eliminaciôn de antfgenos alimentarios. Ademâs, estos datos 
sugieren que parte de los ICs de IgA Raji detectados en los pacientes con la enfermedad de Berger 
estân formados con anticuerpos contra esos antfgenos.
C. El plasma de los pacientes con la enfermedad de Berger inhibe la migraciôn dirigida de los 
polimorfonucleares neutrôfîlos normales. Esta inhibiciôn estâ fuertemente ligada a la IgA polimé­
rica y en menor medida a los ICs de IgA. Estos resultados son importantes por dos razones. La in- 
liibiciôn de la quimiotaxis o movimiento dirigido de los PMNs impide que estos realicen eficiente­
mente la fagocitosis de ICs potencialmente patogénicos Igualmente la IgA polimérica podrfa afec- 
tar a la quimiotaxis de monocitos/macrôfagos y disminuir globalmente la capacidad fagocitaria
del sistema mononuclear fagocftico. En segundo lugar se refuerza el papel modulador de la IgA po­
limérica sobre diversas respuestas inflamatorias mediadas por otras inmunoglobulinas o incluso por 
su acciôn directa.
D. El aclaramiento sangufneo de los agregados de IgA (A-lgA), inyectados i.v. a ratones, es 
mâs lento que el de los agregados de IgG (A-lgG). La captaciôn, eliminaciôn y/o catabolismo de 
la A-lgG por el hfgado es mayor que el de la A-lgA. En los rifiones la captaciôn inicial es similar 
aunque la A-lgA sigue captândose a tiempos en los cuales la A-IgG ya ha empezado a eliminarse, 
posiblemente porque todavfa queda A-lgA en el plasma susceptible de depositarse.
Este comportamiento se confirmô mediante estudios in vitro del catabolismo de cortes 
de hfgado y rifiôn. El catabolismo hepâtico de la A-lgG es significativamente mâs alto que el de 
la A-lgA. El catabolismo renal es también superior para la A-lgG siendo prâcticamente nulo pa­
ra la A-lgA. Igualmente la uniôn y el catabolismo de la A-lgG por los macrôfagos peritoneales es 
mayor que el de la A-lgA. La adiciôn de complemento aumenta la uniôn de la A-lgG sin afectar 
a su catabolismo, mientras que la A-lgA incluso se une peor, probablemente por la inhibiciôn com­
petitiva de la IgA sérica.
Los resultados obtenidos con los agregados de IgA ô IgG podrfan resumirse en que el me­
nor aclaramiento sangufneo de la A-lgA respecto a la A-lgG y el mayor depôsito renal son una 
consecuencia de un peor manejo de la A-lgA por el sistema mononuclear fagocftico.
El aclaramiento sangufneo inicial de los agregados de IgA polimérica agregada es mâs râpi­
do que el de la IgA monomérica agregada o que el de las mismas protefnas sin agregar. Sin embar­
go se observa una saturaciôn mâs râpida de este aclaramiento que tiene por consecuencia una eli­
minaciôn y/o catabolismo mâs lento.
La captaciôn hepâtica inicial de la IgA polimérica y monomérica agregadas es similar, 
aunque la eliminaciôn y/o catabolismo posterior es menor para la IgA polimérica agregada. La 
captaciôn renal de la IgA polimérica agregada o sin agregar es mayor que la de la IgA monoméri­
ca tratada en las mismas condiciones.
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La inyecciôn previa de un exceso de IgG agregada no inhibe la captaciôn hepâtica de la IgA 
monomérica o polimérica sin agregar. Sin embargo inhibe parcialmente la captaciôn de las mismas 
proteinas agregadas sobre todo la de la IgA monomérica, sugiriendo mecanismos comunes de elimi­
naciôn, quizâ a través de las células de Kupffer.
La uniôn de la IgA polimérica a los hepatocitos a través del componente secretorio disminu­
ye por efecto de la agregaciôn. La uniôn a los hepatocitos de la IgA polimérica y monomérica pare­
ce realizarse por mecanismos diferentes dado que no hay una inhibiciôn cruzada de la uniôn.
En coqjunto parece que la captaciôn hepâtica inicial de la IgA polimérica aumenta por efec­
to de la agregaciôn, pero hay una disminuciôn de su tasa de eliminaciôn y/o catabolismo, que puede 
ser explicado en parte por su menor capacidad de uniôn a los hepatocitos. Esto conduce a un ada- 
ramiento sangufneo mâs lento que posibilita un depôsito mayor en el glomérulo renal, posiblemen­
te facilitado por las caracterfsticas inmunoqufmicas propias de la IgA polimérica, taies como su ma­
yor carga electronegativa neta respecto a la IgA monomérica.
En resumen, la IgA polimérica se encuentra elevada en el suero de k» pacientes con la enfer­
medad de Berger, sfndrome de Schônlein-Henoch y en la nefropatfa de IgA secundaria a una cirro­
sis alcohôlica. Igualmente la IgA polimérica estâ depositada en el mesangio glomerular de la mayo­
rfa de los pacientes de las très enfermedades. La presencia de inmunocomplejos de IgA e IgG ccm 
caracterfsticas comunes, la inhibiciôn de la quimiotaxis provocada por la IgA polimérica de pacien­
tes con la enfermedad de Berger o con cirrosis alcohôlica, asf como el peor manejo de los agregados 
de IgA respecto a los de IgG por el sistema mononuclear fagocftico, sugieren un trastomo en el 
aclaramiento de la IgA polimérica y/o de los ICs de IgA e IgG, posiblemente inducido o perpetua- 
do por la IgA polimérica, que puede ser clave en el depôsito de esos ICs en el mesangio glomerular. 
Todos estos hechos sugieren la existencia de mecanismos patogénicos glomemlares comunes Uga- 
dos a la IgA polimérica, por lo que sugerimos un nuevo término para denominar estas enfermeda­
des: Nefropatias de la IgA polimérica.
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